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Abstract  
By using an immobile pH indicator it is possible to detect pH in media monitored in fluorescence 
microscope or confocal laser scanning microscope. This principle makes it possible to monitor 
shifts in pH under circumstances where it would otherwise be impossible to monitor such shifts. In 
response to a request from FEF Chemicals A/S, the work behind this thesis will develop a pH 
indicator, the purpose of which is to constitute a stationary phase in a column. Detection of pH 
shifts takes place directly in the column with eluent and solute flowing by. The work involves 
fluorescein, anthraquinone-2-carboxylic acid, amino-propyl silane, and a protocol for developing 
amide compounds will be introduced. Amide compounds are synthesized through reaction with 
oxalyl chloride and with DMF as the catalyst, and the products are characterised. Characterisation 
takes place by comparing data for the pure starting compounds with data for the synthesized 
product. The NMR method is used to prove the correctness of the product and is supported by LC-
MS, HPLC and IR analyses. HPLC is the key method and experiments are made with eluent 
compounds. A spectrofluorometer is used for analysing excitation and emission maximum for 
fluorescent reactant and for synthesized product. The immobile product is tested for pH sensitivity, 
pH reversibility and chemical binding to the stationary phase by using the Fluorescence Recovery 
After Photobleaching technique (FRAP). Based on test results the conclusion is that an immobile 
and fluorescent pH indicator is detected, and that a shift in intensity can be observed in the pH 
range of 8 to 2. 
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Abstract  
Ved anvendelse af en immobil pH indikator kan man detektere pH i medier, som moniteres med 
fluorescensmikroskop eller confocal laser scanning microscope. Princippet gør det muligt at 
iagttage pH skift under forhold, hvor det normalt ikke er muligt. På baggrund af et ønske fra FEF 
Chemicals A/S udvikles via arbejdet med dette speciale en pH indikator, hvis formål er at være en 
del af stationærfase i en kolonne. Detektionen af pH skift sker direkte i kolonnen med eluent og 
solute strømmende forbi. Der arbejdes med fluorescein, anthraquinon-2-carboxylsyre, 
aminopropylsilan, og en synteseforskrift for dannelse af amidforbindelser bliver præsenteret. 
Amidforbindelser bliver syntetiseret ved reaktion med oxalylchlorid og DMF som katalysator, og 
der foretages karakterisering af produkterne. Karakterisering sker ved at sammenligne analysedata 
for de rene udgangsstoffer med data for det syntetiserede produkt. NMR metoden bruges til at 
dokumentere, at produktet er korrekt, og dokumentationen bliver underbygget med LC-MS, HPLC 
og IR analyser. HPLC er en nøglemetode, og der eksperimenteres med eluentsammensætning. 
Spektrofluorometer bruges til analyse af excitations- og emissionsmaksimum for fluorescerende 
reaktant og for syntetiseret produkt. Det immobile produkt testes for pH sensitivitet, pH 
reversibilitet og kemisk binding til stationær fase ved anvendelse af Flourescence Recovery After 
Photobleaching (FRAP). På baggrund af analyseresultater konkluderes, at en immobil og 
fluorescerende pH indikator er fundet og at et intensitetsskift observeres i pH området 8 til 2. 
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Indledning 
En immobil pH indikator vil gøre det muligt at detektere pH skift under forehold, som normalt ikke 
tillader en pH elektrodes tilstedeværelse. Ved mikroskopisk arbejde er forholdene og volumener så 
små, at en meget lille pH detektor vil åbne for nye muligheder. Man kan eksempelvis, mens 
celledeling observeres med fluorescensmikroskop, detektere pH skift uden tilsætning af pH 
indikator, der ville blandes med vækstmediet. Den immobile pH indikator vil derimod ligge i 
synsfeltet som en kugle uden forstyrrende indvirkning på cellecyklus. Dette er interessant, fordi 
princippet med at binde en funktionalitet til et ikke-mobilt og ikke-opløseligt stof også kan bruges i 
andre sammenhænge end i forbindelse med pH. I dette speciale er det en pH sensitiv funktionalitet, 
som er blevet udviklet efter ønske fra og i samarbejde med FEF Chemicals A/S.  
 
FEF Chemicals er datterselskab til Novo Nordisk A/S og fremstiller bl.a. analytiske og præparative 
kolonner til Novo Nordisk. Disse kolonner bliver belastet ved separering af insulin og 
insulinanaloger. Kolonnerne fremstilles både til anvendelse i laboratorie og i større skala til 
præparativ anvendelse i produktion. Da kolonnerne er bekostelige, er det relevant for FEF 
Chemicals at have omfattende kendskab til kolonnernes holdbarhed, effekt af regenerering samt 
kendskab til, hvilke mekanismer, der forårsager kolonnedød. I forbindelse hermed arbejder 
udviklingslaboratoriet hos FEF Chemicals med dokumentation af fibrilleringsprocesser på og i 
kolonnegelen, da denne proces medfører slid og nedsat separationsevne hos kolonnerne.  
 
Ved at bruge confocal laser scanning microscope, der måler på fluorescens og danner 3D billeder, 
følges fibrilleringen af insulin. Fibrillerne rødfarves med thioflavin i en additionsproces, og når de 
rødfluorescerende fibriller pakker sig på kolonnegelerne, moniteres og dokumenters fibrilleringen 
på film. Testen foregår i en minikolonne monteret med en rude, således at mikroskopet kan følge 
processen inde i kolonnen under så autentiske forhold som muligt.  
 
FEF Chemicals ønsker at kunne følge fibrilleringen samtidig med, at evt. pH skift moniteres. pHs 
indflydelse på fibrilleringen inde i kolonnen har ikke har været dokumenteret tidligere, og viden om 
dette kan hjælpe til forståelsen af fibrilleringsfænomenet. Det undersøges, hvilke kandidater, der 
både er fluorescerende, pH sensitive og opløselige i vand, og der vælges kandidater, der lever op til 
dette. Reaktanter, der er billige i anskaffelse, foretrækkes, da der må påregnes behov for en vis 
mængde i forbindelse med syntese- og analysearbejde. Der arbejdes med amidbindinger mellem pH 
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indikator og stationær fase, da disse er enkle at syntetisere og stærke nok til at immobilisere den 
fluorescerende pH indikator. Reaktanter analyseres, og resultaterne sammenholdes med tilsvarende 
resultater for det syntetiserede produkt.  
 
De færdigsyntetiserede produkter dokumenteres for fluorescerende pH egenskaber, reversibilitet og 
fluorescence recovery after photobleaching på confocal laser scanning microscope hos FEF 
Chemicals. Yderligere bliver reaktanter og produkter titreret på autotitrator for derved at 
dokumentere pKa værdier før og efter syntetisering.    
    
Formål 
Formålet med nærværende speciale er at finde en fluorescerende pH indikator, der kan syntetiseres 
til en stationær fase, således at indikatoren bliver immobil. På baggrund af litteraturstudier 
sammensættes en synteseprotokol, og relevante kandidater fremhæves.  
 
Produkter syntetiseret efter protokol, skal dokumenteres dels for binding mellem reaktanter, dels for 
hvorvidt pH- og fluorescensegenskaber er bibeholdt. Efter en brugbar protokol er fundet, gentages 
syntesen mellem farvemolekylet og en stationær fase, således at den immobile pH indikator er 
fremstillet.  
 
Det er formålet med specialearbejdet at finde en metode til syntetisering, som kan anvendes til 
fremstilling af en række forskellige pH indikatorer. Det er ikke formålet at fremstille forskellige pH 
indikatorer, men derimod at dokumentere, at syntesevejen er fundet. Den immobile indikator testes 
for pH- og fluorescensegenskaber. Formålet har yderligere været at beskrive relevante 
fluorescerende stoffer, den teoretiske baggrund for excitation/emission af molekyler og relevante 
analysemetoder/apparatur anvendt i laboratoriet. 
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Læsevejledning  
Hensigten med læsevejledningen er, at specialet ved læsning fremstår logisk opbygget for læseren. 
Beskrivelserne af det udførte arbejde i laboratoriet er således ikke nødvendigvis præsenteret i en 
kronologisk rækkefølge. Der arbejdes med flere forskellige analysemetoder, og de væsentligste 
resultater bliver fremhævet først og andre metoder, der underbygger disse resultater, bliver dernæst 
præsenteret.  
 
I Appendiks findes de resterende målinger. Resultater og spektrer er også præsenteret i Appendiks 
og henvisninger til Appendiks er angivet med kursiv. Yderligere findes spektrer fra arbejde i 
laboratoriet på medfølgende cd-rom, der også indeholder filer med film og billeder optaget med 
confocal laser scanning microscope hos FEF Chemicals A/S.  
 
De generaliserede reaktionsligninger er afstemte og viser de dannede sideprodukter. Ved 
karakterisering af et nyt produkt vil der være en introducerende reaktionsligning; denne er ikke 
afstemt og sideprodukter er ikke vist.  Alle molekyle- og reaktionstegninger er egne tegninger, hvis 
ikke andet er anført. 
 
I forbindelse med arbejdet i laboratoriet er alle synteser navngivet med et fortløbende 
reaktionsnummer. Nogle synteser er ikke beskrevet i specialet, fordi de ikke har relevans. Andre 
reaktioner er blevet gennemført flere gange, indtil de lykkedes. For ikke at springe i nummereringen 
bliver de i specialet beskrevne synteser omdøbt til fortløbende romertal og i tabellen nedenfor ses, 
hvilke synteser i laboratoriet, de svarer til.  
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Syntesenavn i 
lab. 
Reaktion + tal 
Navn i speciale  
Reaktion + romertal
Reaktanterne i syntesen 
R1 - Azofarve 
R2 - Azofarve 
R3 - Azofarve 
R4 - Azofarve 
R5 RI Fluorescein + anilin (SOCl2) 
R6 - Samme 
R7 RII Fluorescein +  N-(1-Naphthyl)ethylenediamin (SOCl2) 
R8 RIII Anthraquinon-2-carboxylsyre + Anilin (SOCl2) 
R9 RIV Anthraquinon-2-carboxylsyre + Anilin (C2O2Cl2) 
R10 RV Fluorescein + aminopropylsilan (C2O2Cl2) 
R11 RVI Fluorescein + aminopropylsilan (uden C2O2Cl2) 
 
Tabel 1 Navngivninger af synteserne i laboratoriet og deres afledet i specialet 
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Teori 
Fluorescerende stoffer 
Generelt 
Dette arbejde tager udgangspunkt i fluorescerende stoffer, og derfor er en introduktion til dette 
emne beskrevet i det følgende. 
 
Fluorescens er en fotoluminiscensproces, hvor et molekyle exciteres af en foton med en lav 
bølgelængde, og derefter udsender molekylet overskydende energi som en foton ved en højere 
bølgelængde. Måling af fluorescens er op til tre gange mere følsomt end traditionel 
absorptionspektroskopi, og det giver mulighed for detektion af meget små koncentrationer (1,3 
ng/ml, egen måling (Detektionsgrænsen for fluorescein i Appendiks). En anden fordel ved 
fluorescensmålinger er den store linearitet ved stigende fluorescenskoncentration, sammenholdt 
med absorptionsmålinger, der har en afbøjende absorptionskurve ved lavere koncentrationer. Trods 
disse fordele er fluorescensdetektionsmetoder dog ikke så anvendte som absorptionsmetode, fordi 
der er relativt få molekyler, der er fluorescerende nok til at blive detekteret, og disse molekyler skal 
bindes til det ønskede target (Skoog et al., 2000). Princippet er dog meget anvendeligt, og i det 
følgende vil en indføring i årsagen til fluorescens blive beskrevet, ligesom de krav, der stilles til et 
fluorescerende stof beskrives og apparatur gennemgås og beskrives. 
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Fluorescens og struktur 
Molekyler, der indeholder aromatiske ringe, giver den mest intense og brugbare 
fluorescensemission. Der findes et lille antal alifatiske og alicycliske carbonylmolekyler, som 
udsender fluorescens og yderligere udviser nogle conjugerede dobbeltbundne strukturer samme 
egenskaber (Khopkar, 2005, Skoog et al., 1996). Det er dog blandt de aromatiske systemer, at man 
skal finde det største antal og også de mest anvendelige fluorescerende molekyler (Skoog et al., 
1996). De simple heterocycliske molekyler  
 
 
Figur 1 Pyridin, furan, thiophen og pyrrol 
 
pyridin, furan, thiophen, og pyrrol (figur 1) er ikke i sig selv fluorescerende, men som en del af en 
sammensat ringstruktur er de ofte fluorescerende. Sammensætning af to ringstrukturer giver et skift 
i bølgelængden for absorptionsmaksimum og tilsvarende skift i fluorescens bølgelængder (Skoog et 
al., 1996). Yderligere er det afgørende for graden af fluorescensintensitet, hvilke grupper der sættes 
sammen, da den relative intensitet per aromat er forskellig. Benzen har en relativ intensitet på 10, 
toluen 17, phenol 18 og anilin 20 (Skoog et al., 1996), og dette har naturligvis stor betydning for et 
nyt molekyles evne til at fluorescere. Et molekyle skal være rigidt for at fluorescere og det bliver 
det bl.a. når aromatiske molekyler sættes sammen. Herved dannes et molekyle med en stiv og flad 
struktur, og dette er årsagen til emission af fluorescens. Phenolphthalin kontra fluorescein er et 
eksempel på, hvor afgørende den stive struktur er for fluorescens (figur 2).  
 
 
Figur 2 Phenolphthalein og fluorescein 
.  
Phenolphthalins aromatiske grupper er bundet til hinanden med en enkelt binding og de kan derfor 
dreje rundt som propeller, og molekylet fluorescerer ikke. Fluoresceinmolekylet derimod har en 
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iltbro, der stiver venstre og højre side af molekylet af og molekylet, får den fluorescerende 
egenskab (Parbo, 1983). Parbo siger generelt om et organisk fluorescerende stof: 
1) Det skal have et absorptionsspektrum i UV, violet eller blåt spektralområde 
2) Det skal have et stift kulstofskelet, der hindrer propeleffekter 
3) Det skal ikke have mange store atomer (Cl, Br, I, S P) i konjugation med chromofore 
grupper 
Figur med bølgelængde, bølgetallet, farver og komplimentærfarver under Elektromagnetiske 
spektrum i Appendiks. 
I det følgende vil fluorescein og anthraquinon blive beskrevet, da disse molekyler er udvalgte som 
mulige kandidater til den ønskede immobile fluorescerende ph indikator. 
Fluorescein 
 
Figur 3 Xanthen 
 
 
 
Figur 4 Syntetisering af fluorescein ud fra phthalicanhydrid og resorcionol  
 
 
Fluorescein er en af de første xanthen farvestoffer (figur 3). Det blev syntetiseret af Johann 
Friedrich Wilhelm Adolf von Baeyer (1835-1917) da han kondenserede phthalicanhydrid og 
resorcionol (figur 4). Fluorescein blev senere bromineret til eosin (ikke vist) af en anden tysk 
kemiker Heinrich Caro (1834-1910), der arbejde sammen med Bayer og derefter kom en stribe 
andre kendte syntetiske farvestoffer, f.eks Rhodamine B og dimethylaminoanaloger af fluorescein 
(ikke vist) bygget på xanthene molekylet (figur 3) (Gordon et al., 1983). Disse nye farvestoffer og 
andre bygget på phenothizines (ikke vist) havde klare og stærke nuancer, som ikke var set tidligere 
og dette var en revolution inden for de eksisterende klasser af farvestoffer. Fluorescein havde en 
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kraftig fluorescerende grøn farve i opløsninger endog ved selv store fortyndinger. Det gjorde 
farvestoffet velegnet til anvendelse til en række forskellige formål. Det er blevet brugt til at finde 
udspringet af underjordiske vandløb, redningsaktioner til havs og til detektering af dårlig 
blodgennemløb (Gordon et al., 1983 s 252). Sidenhen fandt man anvendelse for fluorescein inden 
for biokemisk forskning, hvor en isothiocyanat derivat af fluorescein (FITC) (figur 5) er reaktiv 
med aminogrupper  
 
Figur 5 Fluoresceinisothiocyanat 
 
i proteiner i celler. Herved er det muligt at farve ønskede proteingrupper, som detekteres i 
fluorescensmikroskop eller tælles ved flowcytometri. En anden teknik til farvning af proteiner er 
fluorescerende mærkning af antistoffer, der binder sig til specifikke proteiner eller strukturer i en 
celle (Lakowicz, 2006). Yderligere bruges fluorescein bl.a. som diagnostisk redskab i øje- og 
hjernekirugi (Ophthalmologi)   
 
 
Figur 6 Forskellige former af fluorescein.  Smith et al., 2002  
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Fluoresceinmolekylet findes på flere forskellige ioniske former afhængig af pH og solvent (figur 6). 
Det er dianion, monoanion, cation, quinonoid, lactone og zwitterion (Smith et al., 2002). Det er de 
to anionformer, som er fluorescerende og naturligvis pH sensitive (se afsnittet Kvanteteori for 
fluorescens). Lactoneformen (cyclisk ester) findes i organiske solventer og ikke i vandige 
opløsninger over pH 5 (Lakowicz, 2006), og den kan hydroliseres til dens afledte carboxylsyreform 
ved reaktion i base og vand. Den går ikke tilbage på lactoneformen ved faldende pH. Som tidligere 
nævnt er det kun de to høj-pH former (dianion og monoanion) af fluorescein, der er fluoreserende 
(Lakowicz, 2006). Fluorescein var en af de tidligste pH sensorer (Ohkuma et al., 1978 og Thomas et 
al., 1979), og fluorescein bruges ofte til detektion af pH i celler, men med den ulempe at fluorescein 
i celler udskilles hurtigt. Alternativt kan fluorescein bundet til dextran anvendes, da dextran 
forsinker udskillelsen af farven fra cellen (Lakowicz, 2006). pKa værdien for fluorescein er 
beskrevet forskelligt, da Lakowicz (2006) skriver 6,5 og Wolfbeis et al. (1993) skriver 6,7, men 
begge værdier er under det cytosole pH på 6,8 til 7,4 (Lakowicz, 2006). På grund af disse ulemper 
ved fluorescein, er der udviklet highly charged derivater som bl.a. 2′,7′-Bis(2-carboxyethyl)-5(6)-
carboxyfluorescein (BCECF) (Lakowicz, 2006). 
 
 
Figur 7 BCECF.   
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/FLUKA/14560 
 
BCECF (figur 7) har en pKa værdi på 7,0 (Lakowicz, 2006, Wolfbeis, 1993), der er inden for det 
cytosoliske pH område og BCECF udskilles ikke med samme hast fra cellen som fluorescein. 
Produktet BCECF anvendes ikke i dette arbejde og omtales derfor ikke yderligere.  
Anthraquinon 
Anthraquinon er et organisk molekyle, som syntetiseres til industriel brug men som oprindeligt er 
fundet i visse planter, svampe, lav og i insekter, hvor anthraquinon danner grundpigmentet i 
organismen.  
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Figur 8 Anthracen oxideres til anthraquinon.  
Efter Gordon et al., 1983 
 
Syntetisk fremstilling af anthraquinon (figur 8) sker enten ved oxidation af anthrazen med 
salpetersyre eller chromsyre (Gordon et al., 1983). Anthraquinon kan også syntetisere ved en 
Friedel-Crafts acylation med phthalicanhydrid opvarmet med benzen og en Lewis syre f.eks. 
aluminiumchlorid (figur 9) (Gordon et al., 1983) 
 
 
Figur 9 Syntese af anthraquinon via phthalic anhydrid og benzen i en Friedel-Craft acylation.  
Efter Gordon et al., 1983 
 
Den afsluttende cycliske dannelse af anthraquinon sker ved opvarmning af mellemproduktet i 
koncentreret svovlsyre. Anthraquinon kan derefter substitueres med de sidegrupper, der er 
ønskelige, til et næsten uendeligt antal derivater. Udover de nævnte synteseveje til anthraquinon er 
der andre, som ikke vil blive nævnt her. 
Azo-stoffer er den største gruppe af kommercielt vigtige farvestoffer og dernæst kommer 
farvestoffer bygget på anthraquinonmolekylet (Gordon et al., 1983). Stofferne er let gulgrønne og 
farver ikke meget, men ved binding af forskellige elektrondonerende substituenter på en af de 8 
ledige positioner, fås den ønskede farveeffekt. Som elektrondonerende substituenter kan nævnes 
amino (-NH2), alkyl (-CH3), amid (RC=ONH2), hydroxy (-OH) og alkoxy grupper (-OR) (Gordon 
et al., 1983). Anthraquinonfarver er ikke særlige fluorescerende, men på trods af det, er farven fra 
disse stoffer meget skarp og klar. Det skyldes det menneskelige øjes evne til at opfatte også en 
mindre fluorescerende effekt, hvorved farven opfattes som ekstra skarpe og klare. 
I dette arbejde er anthraquinon blevet brug som modelmolekyle til test af syntesemetoder og diverse 
analysemetoder. Det har ikke været et mål at fremstille et nyt fluorescerende molekyle ud fra 
anthraquinon, ej heller et pH sensitivt molekyle.  
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Andre fluorescerende pH indikatorer 
Der findes en række fluorescerende pH indikatorer, men fælles for mange af dem er deres 
opbygning på en grundstruktur, der stammer fra fluoresceinmolekylet. Den ene gruppe hedder 
SNAFL-1 og Carboxy SNAFL-1 og -2 (seminaphthofluorescein) (ikke vist) og den anden gruppe er  
Carboxy SNARF1, -2, -6 og -x (seminaphthorhodafluor) (figur 10).  
 
 
Figur 10 Carboxy SNAFL-2, Carboxy SNARF-6, CNF. Lakowicz, 2006  
 
Strukturen ovenfor i figur 10 viser, at disse molekyler har stor lighed med fluorescein, men 
molekylerne er modificerede, så de viser skift i både excitations- og emmisionsspektrer ved pKa 
værdier på 7,6 til 7,9 (Lakowicz, 2006). Der sker forsat udvikling af nye fluorescerende pH sensorer 
og til kliniske formål er man ofte interesseret i at have så lange bølgelængder som muligt. Som et 
eksempel på dette kan nævnes CNF (carboxynaphthofluorescein) (figur 10), der har fået yderligere 
en benzylring på den oprindelige struktur og det giver højere excitations- og emissionsværdier ved 
både lave og høje pH værdier (Lakowicz, 2006). Yderligere har firmaer som Invitrogen og andre 
udviklet fluorescerende farvestoffer, der bibeholder deres fluorescerende egenskaber over mange 
excitationer. Disse er dog bekostelige i anskaffelse, og det i kun små mængder. Til dette arbejdes 
formål er fluorescein en god kandidat som pH sensor, og der bliver derfor ikke gjort forsøg med 
nogle af de nyere typer.  
Excitation og emmision 
Kvanteteori for fluorescens 
Et fluorescerende stof skal som regel have et absorptionsspektrun i det nære UV-område (400-300 
nm), violettelys- (430-380 nm) eller blålys-område (490-430 nm) (lav bølgelængde, stor energi) 
(Parbo, 1986) (Housecroft et al., 2005 Elektromagnetiske spektrum i Appendiks). Herved bliver 
molekylet exciteret og det fluorescerende lys udsendes i et højere bølgeområde (større bølgelængde, 
mindre energi) (Atkins et al., 2002).    
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Figur 11 Energidiagram for grundtilstand til laveste anslået tilstand og retur. Parbo, 1986  
 
Energidiagrammet (Jablonski diagram) (figur 11) viser, at molekylet i grundtilstand (0) absorberer 
en foton. Herved føres molekylet op i en exciteret tilstand (3’). Både i grundtilstand og i exciteret 
tilstand udfører molekylets atomer svingninger. Ved excitation til det højere energiniveau (højere 
svingningstilstand) sker der en gradvis afgivelse af små energimængder til naboatomer, og dette 
vises som små trin i energidiagrammet (3’ 2’ 1’ 0’). De små trin indikerer, at molekylet strækker 
sig, og at der derfor bliver lidt større afstand mellem atomerne. Denne strækning sker indtil 
0’svingningsniveau. Fra 0’ energiniveauet fluorescerer molekylet, når det vender tilbage til den 
elektronisk laveste tilstand, men nu med svingningsniveau 3 på grund af den forøgede atomafstand. 
Ved at støde til nabopartikler kommer molekylet helt ned af energitrappen og vender således tilbage 
til udgangspunktet (figur 11). For at opnå fluorescens er det afgørende, at molekylet kun opholder 
sig kortvarigt i 0’ tilstanden. Hvis ikke, vil der være god mulighed for, at indre rotation langs 
bindinger eller stød til nabomolekyler, vil forbruge den oplagrede energi og molekylet vil ikke 
udsende fluorescens (Parbo, 1986).  
Tidligere er beskrevet, at anionformen af fluorescein er den molekyleform, der fluorescerer (Se 
afsnittet Fluorescein). Fluorescens forklares ved brug af orbitalmodeller, som teoretisk viser, 
hvordan elektronerne er placeret i forhold til atomkernen. En σ-orbital er et elektronpar, der danner 
en σ-binding og σ-orbitalen vil normalt bestå af en bindende molekylorbital (lav energi) og en 
antibindende molekylorbital (høj energi). Det er en sigmabinding, der er mellem -OH grupperne i 
fluorescein. Når fluorescein er på anionform, vil elektronerne være koncentreret omkring -O- (p-
orbitaler), og energien fra elektronerne vil ikke være bundet i σ-orbital. Energiniveauet (ved O-) vil 
være højt og ved absorption af en foton, er det muligt, at en elektron kan excitere (springe) op i en 
anslået tilstand (jævnfør figur 11). Ved afgivelse af energien, vil molekylet fluorescere ved 
emission (Parbo, 1986). 
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Når et fluoreserende stof skal karakteriseres, vurderes det bl.a. ud fra lifetime (τ = tau) og quantum 
yield (Q). Quantum yield er antallet af emittede fotoner i forhold til antal absorberede fotoner.  
 
 
Figur 12 Quantum yield beregnet ud fra emissionshastighedskonstant (Г) og  
ikke-fluorescens hastighedskonstanten (Knr). Lakowich, 2006 
 
Quantum yield beregnes v.h.a. udtrykket ovenfor i figur 12, hvor Г(gamma) er 
emissionshastighedskonstanten for fluoroforen og Knr er alle hastighedskonstanter samlet, som ikke 
udsender fluorescens. Hvis hastighedskonstanten for ikke-fluorescens er meget lille (Knr<< Г) vil 
quantum yield være tæt på 1. På grund af Stokes shift er der altid et tab af energi og Q vil altid være 
mindre end 1.  
 
 
Figur 13 Absorption- og emissionspekter. Energiforskel ved top max. er Stokes shift.   
Figur : 
http://www.zeiss.de/C1256B5E0051569F/EmbedTitelIntern/Microscopy_from_the_very_beginning/$File/Micros
copy_from_the_very_beginning.pdf,   
sep. 2008 
Stokes shift er den energiforskel, der er mellem et absorptionsspekter og et emissionsspekter ved 
deres max. intensitet (figur 13). Absorptionen sker altid ved en lavere og mere energirig 
bølgelængde end den resulterende emission, der har en højere bølgelængde og derfor mindre energi. 
Hvis de var ens, var der ikke tale om fluorescens men udelukkende om absorption af lys. Ved 
fluorescens vil der derfor altid være et Stokes shift pga. energidifference mellem de to spektrer. 
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Lifetime (τ) i exciteret tilstand er defineret ved den gennemsnitlige tid, molekylet bruger på dette 
energiniveau, før det returnerer til grundtilstanden. Ofte er fluorescerende lifetime tæt på 10-8 
sekund (10 ns) (Lakowicz, 2006, Atkins et al., 2002) og det kan udtrykkes som følger (figur 14):  
 
 
Figur 14 Lifetime (τ) er den reciprokke værdi af de to hastighedskonstanter (Г+ Knr) lagt sammen.  
Lakowicz, 2006 
 
Den tid, som en fluorescensemission bruger, er dog en gennemsnits tid, og kun få molekyler 
emitterer deres fluorescens til t = τ. Hvis man ser på en enkelt fotons fald i energiniveau, har 63 % 
fald tidligere end t = τ og 37 % har fald efter (t > τ) (Lakowicz, 2006). Emission af fluorescens når 
der ikke er en ikke-fluorescenshastighedskonstant (Knr), udtrykkes som den naturlige lifetime (τn) 
efter udtrykkene (figur 15): 
 
Figur 15 Naturlige lifetime (τn) er den reciprokke værdi af emissionshastighedskonstanten. τn kan også beregnes 
ud fra den målte lifetime delt med quantum yield. Lakowicz, 2006 
 
Naturlig lifetime findes ved at tage den reciprokke værdi af emissionshastighedskonstanten, eller 
den kan findes ved at dele den målte lifetime (τ) med quantum yield (Q). Disse udtryk (figur 15) 
passer godt til aromatiske molekyler i en opløsning, men mange biokemiske fluoroforer opfører sig 
mindre forudsigeligt, og her passer udtrykkene ikke helt så godt. Grunden til dette er, at 
fluoreforerne kan være tæt på quenching grupper, så som tryptofan klynger (residues) samlet i 
proteiner (Lakowicz, 2006).  
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Self-quenching  
Ved arbejde med fluorescerende molekyler kan man støde på fænomenet self-quenching (Lakowicz, 
2006).  
 
Figur 16 Self-quenching. Skoog et al., 1996 
 
Ved stigende fluoresceinkoncentration vil intensiteten stige lineært indtil et hvis punkt, hvorefter 
intensitetsstigningen vil flade ud (figur 16). Denne tendens kaldes self-quenching og skyldes, at 
fluorescerende molekyler absorberer fluorescens fra andre fluorescerende molekyler og dermed 
forårsager et samlet fald i intensitet. Lineariteten i emittet fluorescens kan bibeholdes ved at holde 
koncentrationen af fluorefor nede, således at absorbansen holdes under 0,05. Ved lave 
koncentrationer gælder følgende udtryk:   
F = K´P0c 
F er intensiteten fra den fluorescerende stråling, konstanten K´ afhænger af apparat, lysvej, cuvette, 
vinkel på lysstrålen (Skoog et al., 2000), og hvor effektivt fluorescensen overstråler ikke strålende 
processer i opløsningen. P0 er kraften af lysstrålen på molekylet, og c er koncentrationen af 
fluorescerende stof. Self-quenching gælder alle fluorescerende stoffer og kan ved ekstra høje 
koncentrationer resultere i intensitetsnedgang ved stigende koncentration (Skoog et al., 2000)  
Stray light 
Stray light er defineret som det lys, der passerer igennem en monochromator, foruden den ønskede 
bølgelængde. Ved måling af fluorescens bliver molekylet exciteret ved en bestemt bølgelængde, og 
andre bølgelængder holdes tilbage med en monochromator. Emissionen sker ved en anden 
bølgelængde, der ligger højere, og alt andet lys holdes også her tilbage med en monochromator. 
Hvis excitationsmonokromatoren ikke holder andre bølgelængder tilbage, kan det give stor 
interferens på fluorescensmålinger. En excitationsmonokromator, der slipper lys forbi, lys som 
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ligger i samme bølgelængdeområde som det emittede lys, vil give en falsk høj intensitetsmåling. 
Det vil ikke være den rene fluorescens, der måles, men en blanding af fluorescens og stray light. 
Samme fænomen kan ske ved defekt emissionsmonokromator. Det er ikke unormalt, at det 
exciterende lys er 1000x kraftigere end det emittede lys. En defekt emissionsmonokromator, der 
slipper kraftigt lys fra excitationen forbi, vil påvirke målingen af den forholdsvis dæmpede emission 
og give falsk høj intensitet (Dette afsnit Lakowicz, 2006).   
Raylight og Raman scattering  
Raylight scatter (spredning) er et fænomen, der ses, når lys spredes ved at ramme partikler, der har 
mindre diameter end bølgelængden. Spredningen sker elastisk, dvs. uden frekvensændring og 
dermed uden energitab (Skoog et al., 1998).  
 
Figur 17 Energiniveaudiagram for Raylight og Raman scattering. Skoog et al., 1998 
 
Energidiagrammet i figur 17 viser en excitering af et molekyle fra grundtilstand og tilbage igen, 
som det sker ved Raylight scattering og Raman scattering. Tidligere er excitation til lavest anslåede 
tilstand og tilbagefald til grundtilstanden blevet beskrevet (se Kvanteteori for flourescens under 
Exitation og emmision, figur 11), og her afgives energien i små mængder, vist ved hop ned af trin i 
energidiagrammet. Ved Raylight scatter sker energiændringen typisk fra grundtilstand (0) op i en 
højere energitilstand (fed pil op), men ikke nok til at nå det laveste exciterede energiniveau, og 
direkte retur til samme energiniveau (0) (fed pil ned) (figur 17). Hvis molekylet er i første 
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exciterede niveau (1), exciteres molekylet tilsvarende højere op og returnerer tilbage til samme 
niveau (1) (Skoog et al., 1998). Som det fremgår af figur 17, sker der ikke energitab, da molekylet 
går direkte tilbage til samme udgangsniveau. I praksis ønskes der rene fluorescensmålinger, og dette 
opnås ved at sende excitationslys vinkelret ind på prøven, og emissionslyset passerer i en 90º vinkel 
en monokromator og detekteres fri for Raylight scattering.  
Ved Raylight scattering er der ikke energitab, og den største lysspredning sker efter dette princip. 
Raman scattering er vist med de sidste to energipile ned, og her sker der et energitab eller en 
energiøgning svarende til ±∆E. Denne energiændring kaldes Stokes (E = hν-∆E) og anti-Stokes (E 
= hν+∆E), og det er emission efter Stokes, der er mest favorabel. Ved stigende temperatur vil anti-
Stokes blive favoriseret, fordi flere molekyler vil være i det første vibrationelle exciterede niveau 
(1), der er starten for anti-Stokes (Skoog et al., 1998).  
Raylight- og Raman scattering har i praksis ikke betydning for måling af fluorescens i dette arbejde 
og vil derfor ikke blive omtalt yderligere i dette arbejde. 
Fading og Photobleaching  
Fading er den generelle betegnelse for reduktion i intensiteten af fluorescenceemission og udtrykket 
dækker både begreberne quenching og photobleaching. 
(http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html fra Nikon Sep. 2008).  
Photobleaching er den fotokemiske nedbrydning af fluoroforen, og det betyder, at næsten alle 
fluorescerende farver mister intensitet over tid (Lakowicz, 2006). Effekten af photobleaching kan 
forsinkes ved at reducere intensiteten af excitations lyset, nedsætte excitationstiden, øge 
koncentrationen af fluorephorer eller bruge en mere robust fluorofor. Betegnelsen fading bruges i 
dette arbejde til at beskrive det normale intensitetsfald i fluorescens, der sker ved brug af 
fluorescerende stoffer over tid. Udtrykket photobleaching bruges ved den kontrollerede anvendelse 
af laser, hvor der ”brændes hul” i fluorephoren ved udførelse af Fluorescence Recovery After 
Photobleaching (FRAP) (se Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde). 
Analysemetoder 
Syntetiserede produkter bliver testet med en eller flere af de følgende analysemetoder: Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR), Infrared Spectroscopy (IR), ThinLayer Chromatography (TLC), Mass 
Spectrometry (MS) og High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Formålet med brug af 
analysemetoderne er at dokumentere, at der er dannet det ønskede produkt. Ved NMR og IR er der 
kørt efter standardmetoder, og dette arbejde er udført af personale i laboratoriet (se 
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Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde). Formålet med disse analyser vil derfor blive 
gennemgået og ikke selve princippet i apparatur. Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) har 
været afgørende for test af slutproduktet, og dette arbejde er udført i samarbejde med personale hos 
FEF Chemicals A/S (se Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde). CLSM bliver 
beskrevet som princip og sammenholdt med fluorescensmikroskopi. TLC, HPLC isokratisk og MS 
har været vigtige analyseredskaber, hvor der er udviklet metoder for at få optimeret 
analyseresultater. Teorien bag disse metoder vil derfor blive beskrevet i et chromatografisk afsnit, 
og derefter bliver metoden gennemgået.   
CLSM 
Traditionelle lysmikroskoper tager alle punkter i objektet med i et synsfelt og billedet ses direkte i 
okular eller på skærm. CLSM fokuserer på ganske få punkter ad objektet af gangen, og disse 
punkter stykkes sammen til et billede i en computer. Dette giver meget flotte billeder med høj 
opløselighed.  
 
 
Figur 18 Lysets vej i CLSM.  
Figur: http://www.zeiss.com/c1256d18002cc306/0/f99a7f3e8944eee3c1256e5c0045f68b/$file/45-0029_e.pdf, sep. 
2008 
 
 
Princippet for CLSM (figur 18) er, at en kraftig lyskilde (laser) sender en lysstråle med den ønskede 
excitationsbølgelængde mod et spejl, som reflekterer lyset igennem objektivet. Objektivet 
transmitterer lyset mod objektet i en ikke fokuseret lysstråle, der exciterer fluoroforer. Det er 
afgørende, at objektet er fluorescerende, da emissionslyset transmitteres retur igennem objektivet i 
retning mod detektoren. Returlyset består udover emissionslyset også af reflekteret laserlys, og 
lysblanding rammer et lille hul (pinhole), der kun lader lys i fokus slippe forbi. Andet lys, der ikke 
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rammer fokuspunktet, stopper her. Derefter passerer lyset emissionsfilteret, der lader 
emissionsbølgelængden passere videre til detektoren. Detektoren er en fotomultiplier, der omformer 
lyssignalet til et elektrisk signal, som behandles i en computer. Fordelen ved CLSM er, at fokus er 
på et eller få punkter ad gangen, og ved at scanne overfladen fås meget stor opløsning og kontrast i 
det færdige billede. Pinhole diameteren kan varieres og teoretisk gøres så lille, at kun et punkt er i 
fokus. Yderligere kan fokus ændres i z-planet (højden) og billeder fra ”hvert lag” sættes sammen til 
et 3D billede. 
(http://www.zeiss.com/c1256d18002cc306/0/f99a7f3e8944eee3c1256e5c0045f68b/$file/45-
0029_e.pdf  sep. 2008).  
Lasere til CLSM findes i det VIS område ned til det nære UV område (405 nm) 
http://www.pcb.wur.nl/UK/light+microscopes/equipment/Zeiss+Meta+CLSM/ 
Fluoroscens mikroskopi 
Fluorescensmikroskop er i dette arbejde anvendt til indledende test af emission fra RV (billeder i 
RV på fluorescensmikroskop Appendiks), og da mikroskopet har ligheder med CLSM, bliver 
princippet for fluorescensmikroskopet gennemgået. 
 
 
 
Figur 19 Fluorescens mikroskop. Lakowicz 2006  
 
Fluorescens mikroskop (figur 19) er opbygget med en lyskilde der både kan udsende VIS og UV 
lys, og excitationsfiltrer, hvormed der vælges den ønskede bølgelængde. Som ved CLSM bliver 
lyset reflekteret via et spejl igennem objektivet mod prøven, som skal være fluorescerende. 
Emissionslyset returnerer igennem spejlet, og emissionsfilteret lader lys med bølgelænger svarende 
til fluorescens passere til okularet/kamera. Mikroskopet har ikke et pinhole, som holder ikke-
fokuslys tilbage, og derfor vil billederne ikke have den samme skarphed som ved CLSM. Det er 
heller ikke muligt at skabe 3D billeder på et fluorescensmikroskop . Fordelen ved 
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fluorescensmikroskopet er den relativt lavere pris. Der bruges kun en UV lyskilde med forskellige 
filtrer, og 2D billeder med en god skarphed dækker kravet til mange opgaver. Ved den noget dyrere 
CLSM fås optimal opløselighed, 3D effekt og mange muligheder for billedscanning og -behandling. 
Ulempen ved CLSM er også, at der anskaffes en laser svarende til den ønskede 
excitationsbølgelængde, og det kan være kostbart, hvis der skal bruges flere forskellige 
bølgelængder.     
Spektrofluorometri 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 20 Skematisk visning af  spektrofluorometer. Lakowicz, 2006. Spekter: kurver viser stigende 
intensitet ved stigende excitation. Abscissen nm, Ordinaten Int. Aflæste værdier er Exmax. 493 nm, 
Emmax. 512 nm og Int. 975 (RV målt på spektrofluorometer se Appendiks)  
 
 
Spektrofluorometeret virker simplifiseret på følgende måde (figur 20). Lyskilden afgiver lys, der 
passerer igennem excitationsmonokromatoren. Den viste model er med to gitterspalter, som 
reducerer straylight. Lyset fortsætter til kuvetten, og skitsen viser, hvordan lyset detekteres i en 
referencecelle. Denne mulighed havde det brugte apparatur i dette arbejde ikke. Lyset går vinkelret 
på kuvetten, og emissionslyset fortsætter til emissionsmonokromatoren, passerer en gitterspalte og 
detekteres i en photomultiplier tube (PMT beskrev i HPLC afsnit) (Lakowicz, 2006). Måling af 
fluorescens sker ved at vælge en excitationsbølgelængde (nm) og ved at vælge inden for hvilket 
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bølgelængdeinterval (nm), emissionen skal måles. Hvis disse ikke kendes, er det muligt at vælge et 
scannings4mode. Her vælges en start excitationsbølgelængde, et fast antal nm, som excitationerne 
skal stige med, og antallet af steps, apparatet skal måle. For emissionsmålingen vælges, ved hvilke 
bølgelængder målingen skal starte og slutte. Der exciteres derved x gange, og for hver excitation 
detekteres emissionsspektret i det samme spekter. Spektret vil vise en kurve for hvert scan, og at 
intensiteten stiger ved stigende excitationsbølgelængde, indtil intensiteten begynder falde på ny 
(figur 20). På den kurve, hvor intensiteten er maksimal, vælges den tilhørende excitation nm som 
den optimale, og aflæsning på abscissen viser emissionmax. Softwaret giver naturligvis bl.a. også 
mulighed for at scanne på emissionen.  
NMR 
1H nuclear magnetic resonans er brugt til at vise molekylestrukturen i et nysyntetiseret produkt og 
udgangsstofferne. NMR værktøjet er af uvurderlig betydning til dokumentation af, om en syntese er 
lykkedes, og om reaktanterne genfindes i produktet. NMR metoden bruges til at fastslå spektrerne 
for det rene udgangsstof, og derved kendes de kemiske skift for protonerne i molekylet. Antallet af 
toppe viser, om der er tale om en dublet, triplet eller multiplet. En dublet viser, at protonen ”ser” én 
anden proton og en triplet viser, at protonen ”ser” to andre protoner osv. Derved er det muligt ud fra 
NMR spektrer at bestemme molekylestrukturen. I dette arbejde bruges NMR spektrerne til 
sammenligning af synteseprodukterne med de oprindelige molekylers kemiske skift og toppe. Hvis 
begge reaktanter findes i det samme spekter, er de blevet syntetiseret sammen til et fælles molekyle. 
NMR er bedst egnet til mindre molekyler og vil derfor ikke være egnet til at vise strukturen af f.eks. 
et protein. 
IR  
I dette arbejde bruges infrared spectroscopy til at sammenholde spektrer af reaktanter og produkter. 
Sammenligning af to spektrer af relevante molekyler giver derved et billede af, om der er 
væsentlige forskelle på udgangsstoffer og produkt. IR resultaterne bruges sammen med resultater 
fra NMR, Liquid Chromatography -MS og HPLC isokratisk til at bekræfte, om et produkt er blevet 
syntetiseret som forventet, og om en syntesemetode er fundet. 
Ved IR ses efter en række særlige bånd i spektret, der genfindes i et kendt område på mellem 1000-
3500 cm-1. Ved IR ses der særligt efter toppe fra de forskellige carbonylgrupper, aldehyder (1740-
1720), ketoner (1725-1705), carboxylsyrer (1725-1700), estere (1750-1730 cm-1), alkener (1680-
1600 cm-1), alkoholer(3400-3200 cm-1) og flere. I dette arbejde har focus været på toppe, der 
indikerer en amidbinding. Amider målt med IR skal vise en lavere frekvens (1680-1630 cm-1), end 
 27
der normalt ses for carbonylgruppen og denne top kaldes amid I. Ved sekundære amider skal der 
yderligere være en relativt stærk top (1550 cm-1), kaldet amid II. IR bruges til at bestemme, om 
amidbinding er blevet dannet, og om der er forskel på reaktant og produkt. IR er et analyseværktøj, 
der bruges som supplement til andre metoder. Alle de opgivne frekvenser i dette afsnit refererer til 
Pavia et al., 2001. 
Kromatografiske metoder 
I det følgende vil vigtige aspekter omkring kromatografiske metoder blive gennemgået. I dette 
arbejde er væsentlige resultater i dokumentation af syntetiserede produkter tilvejebragt ved brug af 
HPLC. HPLC og TLC, som også anvendes, har fælles principper, og derfor er en del af disse 
principper samlet i dette afsnit. Separering efter kromatografisk metode sker med en mobilfase, der 
enten kan være flydende eller på gasform, og som ikke er blandbar med den stationære fase. 
Stationærfase er fikseret i et rør eller på en fast, flad overflade, og faserne udvælges, så prøvens 
komponenter fordeler sig mellem de to mobil- og stationærfaser. De molekyler, der binder mest til 
stationærfase, bliver forsinket, modsat de molekyler, der har større affinitet til mobilfase, og som 
derfor kommer hurtigt igennem kolonnen. Konsekvensen er, at prøvebestanddelene separeres i bånd 
eller zoner, som kan analyseres kvalitativt eller kvantitativt. Stationærfase på en plade kaldes for 
plankromatografi, og stationærfase pakket i et tæt rør, hvor mobilfase presses igennem, kaldes 
kolonnekromatografi (Skoog et al., 1998). Separering ved plankromatografi sker på en metal-, glas- 
eller plastikoverflade coatet med et tyndt lag af et porefyldt materiale. Som kromatografiprincip har 
metoden meget tilfælles med kolonnekromatografi, men fordelen er metodens hurtighed, og at den 
er billig i anvendelse pga. billige plader og den enkle teknik. Stationærfase, der kan være af 
silicagel, er ofte den samme, som anvendes ved adsorbtion og normalfaseadskillelse. Også 
mobilfasen kan være den samme, som bruges til kolonnekromatografiske metoder (Skoog et al., 
1998).  
I kolonnekromatografi er kolonner ofte pakket med porefyldte mikropartikler af enten silica, 
aluminiumoxid eller syntetisk resin (et harpikslignende stof). Silica er det mest udbredte 
kolonnemateriale i væskekromatografi, og partiklerne dannes ved sammenhobning (agglomerering) 
af mange mikroskopiske silicageler til større ensartede partikler med meget stor overflade. 
Partiklerne bliver ofte coatet med en organisk film, som enten er bundet kemisk eller fysisk, og 
derved påføres gelen de ønskede egenskaber til separering (Skoog et al., 1998).  
Den stationære fase i kolonnekromatografi er ofte meget apolær, og som modvægt til apolær 
stationærfase skal vælges en mere polær mobilfase f.eks. vand, sprit, acetonitril eller oftere en 
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kombination af disse solventer. En mobilfase bestående af én solvent i konstant blanding kaldes for 
isokratisk eluering, og hvis der undervejs tilsættes en eller flere solventer med anderledes polaritet, 
kaldes mobilfasen for gradieret eluering. Ved isokratisk drift bruges den samme 
eluentsammensætning under hele målingen, og apolære molekyler kan komme igennem kolonne 
længe efter de polære stoffer. Den lange elueringstid er en ulempe, da der ofte skal køres flere 
prøver (tidskrævende), og derfor kører moderne systemer med gradieret eluent, hvor eluenten starter 
polært og over tid tilføres mere apolær solvent, således at eluenten bliver bedre til at få apolære 
molekyler over på mobil fase. Derved kan en kørsel foretages på væsentligt kortere tid. 
Mobilfasen skal skylle solute igennem kolonnen ved kontinuert at tilføre frisk eluent. Undervejs 
skal prøven separeres af samme eluent. Den apolære kolonne og den polære eluent er den mest 
udbredte kombination og kaldes revers fase. Separeringen sker ved, at den polære mobile fase fører 
de mere polære dele af solut med sig, og de apolære soluter bliver forsinket i fremløb ved at hæfte 
til kolonnen. Hvis molekyler på kolonnen hæfter godt, kan eluenten gøres mere apolær og solute vil 
går over på den mobile fase. Der sker til stadighed en ligevægtsfordeling mellem de to faser, og 
solute skifter affinitet mellem mobil- og stationærfase.  
 
 
Figur 21 To-komponentkromatogram a) Original separation b) Øget topseparering c) Mindskelse i 
båndspredning. Skoog et al., 1998 
 
Det er kolonnens og eluentens evne til i en vekselvirkning at separere to eller flere molekyler, der er 
afgørende i kromatografi, og hvis det ikke gøres effektivt, er separeringen intet værd. De 
overlappende toppe (figur 21a) er ikke separeret nok, selvom toppene anes. Derfor ændres 
forholdene (figur 21b) således, at det ene stof bevæger sig hurtigere igennem kolonnen f.eks. ved at 
ændre polaritet på solvent. Toppene bliver hermed separeret, men resulterer i brede toppe (stor 
båndspredning), da et langt ophold i kolonnen medfører større spredning af molekyleter. 
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Mindskelse af båndspredning og bibeholdelse af en god topseparering kan gøres ved at ensrette den 
tid, som et molekyle sidder på stationærfase. Et molekyle flytter sig kun, hvis det befinder sig i den 
mobile fase og når molekylet sidder på stationærfase, kommer det senere igennem kolonnen. Den 
tid, et molekyle sidder på stationærfase, afspejles i toppens facon, med de fleste molekyler omkring 
midten af toppen, og nogle, der er hurtigere, og nogle, der er langsommere (normalfordeling). 
Samlet giver det en topfacon, der følger en Gauss-kurve. En smallere båndspredning (figur 21c) vil 
kræve, at den gennemsnitlige tid, hvert molekyle sidder på stationærfase, bliver mere ens, og det 
kan gøres ved at optimere den stationære fase ved bl.a. at øge antallet af teoretiske bunde. 
Kolonnens evne til at separere er afgørende for kolonnekromatografi. Ved at bruge en lang kolonne 
og små partikler med størst mulig overflade fås den bedste separering. Ulempen er, at for at få 
eluenten igennem systemet, kræves et højere tryk. En kolonnes effektivitet beskrives vha. begrebet 
teoretiske bunde (N). Jo flere teoretiske bunde, jo mere effektiv er kolonnen. Beregningen kan 
udtrykkes ved   
N = L/H H = σ2/L 
hvor N er antallet af teoretiske bunde, L er længden af den pakkede kolonne og H er plate height 
(bundhøjde) der er en statistisk udledning fra en Gaussisk kurve (se Plate height Appendiks) (Skoog 
et al., 1998). 
 
 
 
 
 
Figur 22 Retentionstid (tR), dødtid (tM) og breden af trianglen (W) i minutter 
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Eksperimentelle forsøg har vist, at forholdet   
N = 16(tR/W)2 
er en simpel tilnærmelse af  antallet af teoretiske bunde. tR er retentionstiden og W er bredden i 
minutter ved bunden af toppen (figur 22). Samme værdier kan også bruges i et andet udtryk til 
estimering af N (Skoog et al., 1998): 
N = 5,54(tR/W½)2  
Her er bredden (W) målt i halv højde. Molekyler, der ikke bliver forsinket af stationærfase, kommer 
igennem til tiden tM, kaldet for dødtiden (figur 22). 
Karakterisering af pladen (figur 23) sker ved at bestemme afstande fra startlinien til samplebånd 
(dR) og sætte det i forhold til længden på eluent vandring (dM) (Skoog et al., 1998). 
 
 
Figur 23 Udmåling af TLC pladen til bestemmelse af dR og dM. Skoog et al., 1998 
 
Denne faktor hedder forsinkelsesfaktoren (Retardation Factor (RF)) 
RF = dR/dM 
og vil være 0, hvis prøven ikke har flyttet sig fra start, og 1, hvis prøven er løbet til fronten af 
eluenten (figur 23). Andre matematiske udtryk fra kolonnekromatografi kan overføres til TLC, 
f.eks. kan antallet af teoretiske bunde beregnes på en TLC plade på næsten samme måde som ved 
kolonnekromatografi:  
N = 16(dR/W)2 
Antallet af teoretiske bunde bruges bl.a. af virksomheder, der producerer kolonner til salg, og ved 
sammenligning af to kolonner er det vigtigt, at værdien er bestemt på det samme stof, ellers kan 
antallet af teoretiske bunde ikke sammenlignes (Skoog et al., 1998).  
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Liquid Chromatography (LC), der bl.a. bruges til separering af molekyler før MS, er en 
mikrosøjlekromatografisk metode, hvor alle forhold er skaleret ned i forhold til HPLC. Det er 
nødvendigt, fordi et flow som bruges i HPLC (ofte 1 ml/min) vil give problemer, hvor store 
mængder solvent skal fjernes før eller fordampes i MS apparatet. LC kolonnen er meget kort og 
smal som et kapilarrør, og flowet er nede på et minimum, men det er stadigt muligt at holde en god 
separering ved at forbedre den stationære fase. Det kan gøres ved at mindske partiklerne, samtidig 
med, at overfladen gøres større. Derved bliver antallet af teoretiske bunde øget. Det praktiske 
arbejde med HPLC vil dog ofte indebære udmåling/aflæsning af retentionstid (tR) for en top, der 
kendes, og ved sådanne specifikke måleparametre er denne tR unik for netop det specifikke stof. 
Derfor vil to éns tR indikere, at der er tale om det samme molekyle  
TLC 
Thin Layer Chromatography er en hurtig metode til at vise, om der er forskel på et produkt 
sammenlignet med udgangsstofferne. TLC i dette speciale bruges både som analytisk metode til 
karakterisereing som overfor beskrevet, men TLC bruges yderligere som præparativ metode til 
oprensning af det syntetiserede produkt RIV før titrering  
TLC pladerne fås i forskellige størrelser, og det er yderligere muligt at fremstille dem selv. Af 
hensyn til ensartetheden kan færdigfremstillede plader med fordel vælges, idet de også er relativt 
billige i anskaffelse. Kommercielle plader findes i en konventionel og i en high-performance type. 
Den konventionelle plade har en partikellagstykkelse på 200-250 µm og en partikelstørrelse på 20 
µm eller derover. Disse plader vil typisk have ca. 2000 teoretiske bunde på 12 cm plader og en 
separeringstid på 25 minutter. High-performance plader har et tyndere partikellag på 100 µm og en 
partikelstørrelse på 5 µm eller derunder. High-performance plader giver en skarpere adskillelse på 
kortere tid og har ca. 4000 teoretiske bunde på 3 cm og en separeringstid på 10 minutter. High-
performance plader har dog den ulempe, at deres prøvekapacitet er langt mindre end konventionelle 
pladers pga. den mindre størrelse (Skoog et al., 1998). Til præparativ TLC kan plader på 20x20 cm 
anvendes, og her er lagtykkelsen større, og den store størrelse plade gør, at der kan afsættes mere 
stof til separering. Prøveafsættelse sker ved at kapillarrør med opløst prøve sættes på pladens 
overflade 1-2cm over pladens kant, herved afsættes der en smule prøve på pladen. Ved kvalitativ 
måling skal området højst være 5mm i diameter og mindre ved kvantitativ analyse. Hvis prøven er 
fortyndet, kan den afsættes flere gange ved at fordampe opløsningsmidlet mellem hver påføring. 
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Figur 24 Kammer til pladekromatografi. Skoog et al., 1998 
 
Pladen placeres i et lukket kammer af glas (figur 24) med bunden dækket af organisk eluent og 
mættet dampfase. Eluenten løber ved hjælp af kapillarvirkning op ad pladen og passerer prøven, 
opløser denne og trækker den med sig. Der sker til stadighed en ligevægtsfordeling af prøven 
mellem mobilfase og stationærfase, og derved bliver bestanddele i prøven separeret og afsat på 
stationær fase. Derefter kan pladen tørres og analyseres. Detektion af prøven kan ske ved belysning 
af pladen med UV-lys, hvorved bånd kan afmærkes. Organiske molekyler med aromatiske ringe 
absorberer UV lys, og derfor vil disse give mørke bånd i UV-lys. Hvis bestanddelene er 
fluorescerende i UV lys, ses det tydeligt, at båndene lyser op. Organiske molekyler kan også 
detekteres ved at spraye pladen med iod eller svovlsyre, der reagerer med molekylerne og danner 
mørke produkter. Fluorescerende stof kan bindes til stationærfase og separeret prøve vil quenche 
fluorescensen, hvorved hele pladen vil lyse fluorescerende i UV-lys bortset fra det sted, prøven har 
sat sig (Skoog et al., 1998).  
Det bemærkes, at dødtid (tM) ved kolonner ikke er det samme som den lineære distance dM på 
plader, da pladekromatografi ikke har en dødtid.   
HPLC 
High performance liquid chromatografi (eller high presure liquid chromatografi) er en udbredt 
metode til bestemmelse af kemiske og biologiske molekyler. Udbredelsen af HPLC skyldes, at 
måleprincippet er meget sensitivt og således velegnet til måling af næsten alle ikke-flygtige stoffer 
og temperatursensitive molekyler. HPLC er ligeledes velegnet til kvantitativ bestemmelse og er 
ikke mindst udbredt, fordi både industri og forskning har stort behov for at kunne måle på disse 
typer molekyler (Skoog et al., 1998). I dette speciale viser HPLC metoden, at det er et uundværligt 
analyseværktøj og resultater herfra er væsentlige i bestemmelse af, om en produkt er forskelligt fra 
udgangsstoffet.  
Princippets begrænsning ligger i molekyler, der er flygtige eller har molekylevægt højere end Mw 
10.000. Simplificeret fortalt er HPLC udstyret opbygget af en pumpe, injektor, kolonne, detektor og 
en integrator/plotter. Pumpen er meget vigtig for anlæggets reproducerbarhed, hvorfor der stilles 
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store krav til pumpens evne til at levere et højt tryk (op til 6000 psi), pulsfrit flow, passende flow 
rate (0,1 til 10 ml) og et stabilt flow. Yderligere skal dele være fremstillet af ikke-korroderende 
materialer. Den mest udbredte pumpetype er en stempelpumpe (Reciprocating pump, 90 %), der 
pumper ved, at et stempel bevæger sig frem og tilbage i et tætsluttende kammer. Ventiler sørger for, 
at flowet bliver fremadrettet, men systemet har den ulempe, at det giver pulsflow. Dette minimeres 
ved at have to sæt stempler/kamre, der kører modsat hinanden. Yderligere er der monteret en 
pulsdæmpende enhed efter pumpen. Fordelen ved stempelpumper er muligheden for lille volumen 
(35 til 400 µL), et stort udgangstryk og det konstante flow, der er uafhængigt af modtryk i kolonnen 
og viskositet (Skoog et al., 1998). Fortrængningpumpen (displacement pump) er en anden 
pumpetype, i hvilken et roterende, skruelignende stempel roterer i et tætsluttende rør og derved 
skaber et fremadrettet flow. Princippet er uafhængigt af viskositet i solventen, modtryk i kolonnen, 
og flowet er pulsfrit. Ulempen ved denne pumpetype er et lavt maksimumflow. Der findes andre 
pumpetyper til HPLC, men idet de to her beskrevne er langt de mest almindelige, vil andre 
pumpetyper ikke blive gennemgået her.   
Injektorsystemet (se HPLC injektorsystemet Appendiks) er den enhed, som sørger for en præcis og 
reproducerbar prøveoverførsel, som sker fra atmosfærisk tryk ind i et lukket højtrykssystem uden 
trykfald. 
Detektorer deles op i to basistyper: Bulk property detector der detekterer på mobilfasens 
egenskaber, der ændres i forhold til opløst stof (refraktiv index, dielektrisk konstant eller densitet) 
og Solute property detector, der detekterer stof i solvent (UV-absorbans, fluorescens, MS eller IR). 
UV-absorbans er den mest udbredte metode til detektion af stof og findes i mange udgaver. 
Princippet bag er, at en lyskilde af kviksølv, deuterium eller tungsten (Wolfram) udsender lys i det 
ultraviolette område. Et filter eller en monochromator transmitterer lys i bølgelængder i et smalt 
bølgeområde videre igennem en celle af kvarts (figur 25)(Skoog et al., 1998).  
 
  
 34
 
Figur 25 UV detektionscelle til HPLC 
 
Cellen har et volumen på 1-10 µL og en længde på 2-10 mm. Denne minicelle er afgørende for, at 
der altid måles på en ny eluent, og at der ikke sker et miks i cellen af allerede målt og ny eluent 
(modsat mixingchamber). I cellen vil gennemstrømmet eluent og opløst stof absorbere lys efter 
Beer-Lamber’s lov (Abs=εlc). Derved vil lystransmissionen igennem cellen falde proportionalt med 
stigende koncentration. Stigningen er dog kun lineær inden for lave koncentrationer, og derfor er 
det vigtigt at holde absorbansen under 0,8. Absorbansen detekteres som et voltsignal på en skriver, 
eller det moniteres på en skærm, og data gemmes vha. tilhørende softwareprogram.  
 
Figur 26 Skematisk gengivelse af et multikanal spektrometer med  
fotodioder på en chip. Skoog et al., 1998 
 
Ved at fjerne mekaniske komponenter, prismer og spejle og erstatte dem med en fotodioder er 
mange moderne UV detektorer blevet gjort billigere i anskaffelse (figur 26). Fotodioder er 
lysfølsomme enheder placeret side om side. Hver diode repræsenterer 1-2 nm. Mange fotodioder sat 
sammen repræsenterer et helt spektrum, og det giver mulighed for øjeblikkelige scanninger af hele 
spektret, hvor lysstrålingen ved hver bølgelængde detekteres momentant. Den store datamængde 
opsamles på computer, behandles og de relevante bølgelængder og tilhørende absorbanser kan vises 
i spektrer. Ulempen ved fotodioder er deres noget ringere opløselighed på 1-2 nm, og at de endnu 
ikke er fuldt udviklet til UV lys. Dette skal sammenlignes med det oprindelige system til detektion 
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af fotoner, en photomultiplier tube der kan registrere ned til én foton (meget lysfølsom), og som er 
yderst velegnet til UV lys (Skoog et al., 1998) 
 
MS  
Massespektrometri er en analysemetode, der bruges til karakterisering af de første produkter 
syntetiseret i dette speciale. Metoden detekterer væsentlige masser i prøven, der analyseres, og med 
kendskab til de brugte reaktanter kan de fremkomne masser bruges til at bestemme molekylets 
opbygning. Disse resultater omkring produktet er meget vigtige i karakterisering af produkterne, 
hvis de kommer med entydige resultater. Metoden er meget følsom og kan derfor også bidrage med 
mange forskellige masser, således at resultaterne ikke bliver tydelige. Derfor kan karakteriseringen 
af et produkt med MS vise sig at give uklare resultater.  
MS er et analyseinstrument til separering og detektering af ioner efter antal og størrelse. Resultatet 
præsenteres i et massespekter. MS findes i mange modeller bygget sammen med enheder, der 
tilfører metoden nye eller forbedrede egenskaber. Nedenfor beskrives apparatur brugt ved arbejdet 
med dette speciale (figur 27). 
 
 
Figur 27 MS opbygning. Skoog et al., 1998 
 
MS blev udført på LC-ESI-MS. Prøven skal først separeres ved væskekromatografi (se HPLC 
under Analysemetoder). Derefter sprayes prøven med Electrospray Ionization (ESI) ind i 
ionisatoren og separeres i mass analyzer’en quadrupol ion trap. Herefter detekteres ionerne i ion 
transducer og til slut databehandles i computer.   
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Figur 28 Principtegning af Electrospray Ionization (ESI). Skoog et al., 1998  
 
 
ESI sker under atmosfæriske tryk/temperatur ved, at prøveopløsningen passerer igennem en tynd 
nål med et flow på få µL/min (figur 28). Nålen er påført en spænding på flere tusind volt, der lader 
den sprayede sky af prøveopløsning. Skyen blandes med tørregas (N2) og passerer et kapillarrør, 
hvorefter opløsningsmidlet fordamper. Når den ladede sky bliver mindre, stiger ladningen for de 
resterende molekyler, over tid er der til sidst ikke mere solvent tilbage, men kun ioner, der blandes 
med omgivende gas (N2). Fordelen ved ESI er, at prøven ikke opvarmes, som ved andre 
ioniseringsmetoder, og derfor kan makromolekyler ioniseres med ESI. Molekylerne bliver påført 
mange ladninger, således at masse pr. ladning (m/z) bliver lille nok til, at en quadrupoliontrap kan 
separere ionerne (Skoog et al., 1998). Der bruges et stort vakuum i apparaturet, fordi ioniserede 
molekyler og elektroner påvirkes af bestanddele i atmosfærisk luft, hvorfor de vil ophøre med at 
være på ionform. Derfor bruges nitrogen som bæregas til at fordele molekylerne og hjælpe med 
fordampning af solvent i det lukkede system (Skoog et al., 1998).   
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Figur 29 Quadrupol Ion Trap Mass Analyser.  
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/qit-massspec.html Sep. 2008 
 
Ionerne fra ESI fortsætter ind i iontrapen via inlet og fanges i kraften fra de tre elektroder (Figur 
29). Elektroderne består af to ringelektroder og en endcap elektrode, og varierende spændinger 
tilføres disse elektroder, således at der dannes en hule, hvori ionerne holdes tilbage. Ringelektroden 
påføres en AC spænding af konstant frekvens men varierende amplitude, og denne oscillerende 
effekt danner det elektriske felt, som stabiliserer og fanger ionerne. Spændingen, som tilføres feltet, 
styrer, hvilke ioner, der fanges og hvilke, der lukkes ud af trappen via exit endcap. En bestemt 
spænding vil stabilisere en bestemt masse til ladning (m/z) i den oscillerende bevægelse, og ved at 
amplituden ændres, vil den masse, der er stabil, ændres. Ved stigende spænding vil stigende m/z 
værdier stabiliseres, mindre ioner vil destabiliseres og slippe ud af trappen. Derved separeres 
ionerne efter størrelse. Ionerne vil herefter fortsætte mod detektoren (Skoog et al., 1998 og 
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/qit-massspec.html sep. 2008). 
Detektoren er en tæller, der registrerer en strøm, som er proportionel med antallet af ioner, der 
rammer, og ved at bruge en elektronforstærker, kan strømmen dannet fra en enkelt ion måles (Pavia 
et al., 2001). Signalet fra detektoren behandles i software, der beregner massespektret. Spektret 
viser hyppigheden af de forskellige masser vist som intensiteten (0-100) i forhold til massen pr. 
ladning (m/z). Den mest hyppige ion kaldes base peak og vises ved intensitet 100. Relativ 
hyppighed af andre toppe i spektret vises som en procentdel af base peak. En anden top i spektret 
har ofte den største m/z værdi og kaldes for molekylarionen (symbol M+). Det er massen på det 
oprindelige molekyle, der mangler én elektron men ellers er intakt. Denne top er vigtig til 
bestemmelse af massen i et ukendt molekyle. Hvis der er toppe med større masser end 
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molekylarionen, kan det skyldes, at der er dannet dimerer, trimerer eller ioner som Na+, K+ eller 
vandmolekyler er en del af massen.   
MS kan udbygges ved, at LC først separerer prøven efter samme princip som HPLC, og flowet med 
fraktioner fra kolonnen bliver derefter massebestemt i MS. Tilsvarende kan gøres med GC-MS, og 
data herfra kan bruges til at sammenkæde molekylers retentionstider (RT) med masse. Derved fås 
vigtig information om nye molekyler i forhold til f.eks. udgangsmolekyler. MS-ESI er velegnet til 
kvalitativt og kvantitativt bestemmelse af molekyler på 100.000 Da eller større. MS kan også 
bestemme strukturer på mindre molekyler ved at reducere molekylerne til mindre fragmenter, der 
fragment for fragment viser, hvilke Mw molekylet er bygget sammen af. 
Smeltepunktsbestemmelse 
Smeltepunktsbestemmelse er en hurtig metode til vurdering af et krystal. Rent stof har et specifikt 
smeltepunkt (smp.) i modsætning til ikke-rene produkter. Hvis smp. er kendt for det rene krystal, er 
det enkelt at måle, om produktet har det rene krystals smp. Når smp. er højere eller lavere, og det 
smelter inden for få graders interval, indikerer resultatet et andet rent molekyle. Hvis det derimod 
har et smp., der ligger i et bredt interval, tyder det på, at krystallerne er urene.  
Amider 
Amider er meget mindre reaktive end syreanhydrider og estere, og de er f.eks. stabile nok til at være 
bindeledet mellem peptider til dannelse af proteiner (McMurry et al., 2007). Stabiliteten skyldes, at 
N (i amid) er bedre til at fungere som en π-elektron doner til en carbonylgruppe (CO) end O (i ester) 
er. Det skyldes, at elektrondonation fra den mindre elektronegative N gør, at der er mere 
dobbeltbånds karakter i mellem NC end mellem OC (Fox et al., 2004). Dette er årsagen til amids 
resonansstruktur.  
 
Figur 30 Resonansstrukturer af amid. Gengivet efter Fox et al., 2004 
 
I amids resonansstruktur (figur 30) skifter π-binding position mellem CO, CN og position CC. Når 
C er dobbeltbundet til N (eller CC), vil O være negativt ladet, og dobbeltbindingen OC vil blive 
forsøgt genetableret. Ved genetablering vil dobbeltbindingen CN (eller CC) blive brudt. Derved 
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stabiliseres molekylet og bliver mindre reaktivt og mindre udsat for nucleofilt angreb. 
Resonansstrukturen har også stor betydning for amidmolekylets rotation om egen aksel, da den 
opståede dobbeltbinding hindrer rotation og dermed ændres molekylets fysiske egenskaber (Fox et 
al., 2004). Primære amider er neutrale eller kun meget svage baser. Dette skyldes den 
elektrontiltrækkende egenskab, som oxygen har i carbonylgruppen (figur 30), og hvor lonepair af 
elektroner i N bruges til at danne π-binding til carbonyl C ved resonans. Baseegenskaberne bliver 
dårligere ved en sekundæramid og yderligere forringet hos en tertiær amid (Patai et al., 1979) . 
 
 
Figur 31 Syrehydrolyse (øverst) og basehydrolyse (nederst) af primæramid 
 
Det er muligt at nedbryde amider med enten syre eller base (figur 31). Ved syrehydrolyse dannes 
carboxylsyre + ammonium(aq) og ved basehydrolyse dannes carboxylat ionen + ammoniak(aq) (Fox 
et al., 2004). Hydrolysen sker under drastiske omstændigheder, da den kræver opvarmning og 
koncentreret natriumhydroxidopløsning eller tilsvarende syreopløsning (HCl) (Patai et al., 1979).   
Opløselighed 
Amid molekylets opbygning er som tidligere beskrevet en dobbelbundet O=C og en enkeltbundet 
N-C. O og N er mere elektronegative atomer end C, og de vil skabe en dipol, hvor C vil være mest 
positivt ladet, O vil være mest negativt ladet, og N vil være mindst negativt ladet. De negativt 
ladede dipoler gør, at O og N fungerer som H-bindings acceptor, og derfor kan amider danne 
hydrogenbindinger i vand og andre protiske solventer. Da der også er en dipol mellem N-H kan 
primære og sekundære amider yderligere fungere som H-bindings doner til f.eks O i vandmolekylet. 
Amider er pga. hydrogenbindinger derfor mere vandopløselige end hydrocarboner (alkaner, alkener 
osv.), men på trods af dette bliver amider karakteriseret som stoffer med lav opløselighed i polære 
solventer. Dette skyldes, at alkoholer og syrer generelt er væsentligt mere vandopløselige end 
amider, og aminer er yderligere også mere vandopløselige. Derfor vil amider, sammenlignet med 
syrer, alkoholer og aminer, være mindre vandopløselige (Zabicky et al., 1970). 
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I den følgende del af specialet vil resultater fra arbejdet blive præsenteret. Afsnittet Egne forsøg  
indledesstarter med præsentation af kemien, der anvendes i synteserne, og derefter beskrives 
karakteriseringen af fremstillede stoffer. Karakteriseringen af synteser, der ikke har resulteret i et 
produkt, er medtaget, fordi disse karakteriseringer danner grundlag for de efterfølgende vellykkede 
produkters beskrivelse.  
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Egne forsøg 
Kemien og reaktionsmekanismer 
 
Figur 32 Acetylering med eddikesyreanhydrid der beskytter OH-grupper.  
Produktet er en acetoxygruppe og en carboxylsyre 
Alkoholgrupper ønskes bevaret igennem synteseforløbet, og derfor bliver de acetyleret med en 
eddikesyreanhydrid (figur 32). Derved vil der blive dannet en ester (acetoxygruppe) som sidder på 
alkoholens oprindelige plads, og esteren fungerer som beskyttelse af alkoholgruppen igennem et 
synteseforløb. Den resterende del af eddikesyreanhydriden bliver til en carboxylsyre. Efter syntesen 
hydrolyseres esteren med vand evt. katalyseret af base eller syre. Acetylgruppen (-CO-CH3) spaltes 
fra og O- bliver protoniseret på ny. -OH grupperne er genskabt, som de var før syntesen, og 
egenskaber er reetableret (McMurry et al., 2007).  
 
Figur 33 A) Syrechlorid dannet med thionylchlorid B) med oxalylchlorid,  
C) reaktion af syrechlorid med amin tilført organisk base D) som C) men uden base   
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Reaktionsligningerne (figur 33 A) viser reaktionen mellem en carboxylsyre og thionylchlorid eller 
oxalylchlorid (figur 33 B), der giver den meget reaktive syrechloridderivat af carboxylsyre. 
Syrechloriden reagerer med en amin med en svag organisk base, der binder frie protoner (figur 33 
C). Reaktionen kan også ske uden base (figur 33 D), men så skal der være to ækvivalenter amin, så 
den ene kan neutralisere den dannede HCl.  
 
Figur 34 Reaktionsmekanismen for caboxylsyre der reagerer med thionylchlorid og danner syrechlorid  
 
Litteraturen (Fox et al., 2004 og McMurry et al., 2007) beskriver, hvorledes reaktionen til dannelsen 
af amider kan forløbe, hvis der bruges en carboxylsyrederivat og thionylchlorid (SOCl2) (figur 34). 
Carboxylsyren reagerer herved med thionylchlorid og danner syrechlorid, SO2 og HCl. En plausibel 
reaktionsmekanisme (figur 34) er, at lonepair fra carbonyl reagerer som nucleofil og angriber S i 
thionylchlorid og derved danner en tetravalent S intermediat. Fra O gendannes π- binding til S, 
hvilket medfører, at Cl- mistes og H+afgives fra O, så denne genskaber neutral ladning. Der er 
derved dannet en esterforbindelse og HCl. Cl- er nucleofil og angriber den nydannede 
carbonylgruppe i esteren og danner et intermediat, der har en god leaving group -SO2Cl. -SO2Cl 
afgives og bliver til SO2(g), Cl- og den ønskede syrechlorid haves tilbage. Syrechlorid er en af de 
mest reaktive og mindst stabile derivater af carboxylsyren (Fox et al., 2004) og den reagerer gerne 
med aminer og danner amider.  
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Figur 35 Reaktionsmekanisme for carboxylsyre og oxalylchlorid der danner syrechlorid 
 
Den samme type syntese til dannelse af syrechlorid kan forløbe med oxalylchlorid (Ramesdonk et 
al., 2006 supporting information) (figur 35) i stedet for thionylchlorid. Fordelen ved denne 
fremgangsmåde er, at oxalylchlorid er mildere og mere selektiv og derfor ikke danner biprodukter 
så nemt som thionylchlorid.  
 
Figur 36 Reaktionsmekanisme for syrechlorid og amin, der danner amid 
 
Sidste del af syntesen omhandler reaktion med syrechlorid, der reagerer med amin og danner amid. 
Reaktionsmekanismen (figur 36) er, at lonepair på N laver nucleofil attack og carbonyl O mister π-
binding. Derved bliver O negativt ladet. Intermediatet viser, hvordan O gendanner π-binding til C. 
Da Cl- er en god leaving group, brydes bindingen Cl-C og ved N afgives H+ således, at N bliver 
neutral på ny. Derefter haves den dannede amid og HCl.   
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Fremgangsmåde  
Syntese 
 
Figur 37 Opstilling hvor syrechlorid tildryppes aminopropylsilan 
 
Glasopstilling i stinkskab (figur 37) viser syrechloridopløsning i tildrypningstragt til venstre og 
rørepinden, der ikke rører bunden, placeret i midten af den trehalsede kolbe. Kolben indeholder 
opslemmet aminopropylsilan i dichloromethan. Gas fra reaktionen kan trykkes forbi glasproppen 
med slib til højre. 
 
 
Figur 38 Reaktionsligning for fluorescein reaktion med oxalylchlorid og  
efterfølgende reaktion med aminopropyl silan 
 
Acetylering af fluorescein sker med eddikesyreanhydrid i dichloromethan over natten. Fluorescein 
(figur 38) eller anthraquinon-2-COOH (ikke vist) i dichloromethan tilsættes oxalylchlorid med en 
dråbe DMF (dimethylformamid) som katalysator (Ramesdonk et al., 2006). Blandingen omrøres til 
der ikke længere kommer gas (en time). Aminoforbindelsen opslemmes i dichloromethan og 
omrøring sker med rørepind, da en magnetpind mod bunden ville knuse silicagelen. Syrechloriden 
tildryppes over en time, og der sker røgudvikling (HCl). Reaktion sker ved 20 ºC. Molforhold: syre, 
oxalylchlorid og amin 1:1:1. Anthraquinonkrystaller (ikke vist) skylles med dichloromethan og 
rekrystalliseres i acetonitril (Ramesdonk et al., 2006). Fluoresceinsilanforbindelse (figur 38) vaskes 
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med dichloromethan på glasfilter og derefter milliQvand til der ikke længere er farve i skyllevandet. 
Yderligere vask foretages for at undgå fluorescensmålinger på ikke-bundet fluorescein. Først vaskes 
med blanding af solventer, da forsøg har vist, farven trækkes ud i blandede væsker. Vasken bestod 
af ethanol/vand 50/50 % (100 ml), ethanol 96 % (50 ml) og methanol 99 % (2x10 ml), hvilket 
resulterede i en svag gulfarvning af vaskeopløsningen. De færdige produkter tørres i exsiccator 
(Liste over molforhold og muligheder Fremgangsmåde for syntese i Appendiks)    
Eksperimentelle metoder 
NMR måling Prøve (ca. 20 mg) opløses i 0,75 ml DMSO. Arbejdet er udført på RUC af laborant 
Rita Buch og laborant Annette Christensen. 
 
LC-MS Prøve (5 µg/µl) opløses i methanol. LC-MS er udført på RUC i samarbejde med tekniker 
Jacob Krake.  
 
IR målinger Prøver på krystalinsk form er knust med KBr og blandingen er trykket til en pellet. 
Arbejdet er udført på RUC af laborant Eva Karlsen  
  
pH test af RV på CLSM Måling af RVskyllet på confocal laser scanning microscope sker hos FEF 
Chemicals. RV bliver afsat i brønde, der tilsættes få dråber bufferopløsning pH 8-3. Gelen err 
forstørret 400x (40x objektiv) og billeder taget ved excitationsbølgelængde 488 nm (grøn) og 405 
nm (blå) (figur 70-71). Emission måles ved 524 nm. Arbejdet er udført hos FEF Chemicals af 
laborant Helle M. Nordholm. 
 
Reversibilitet målt med CLSM Hos FEF Chemicals pakkes en særlig kolonne med påmonteret 
skueglas på langs af kolonnerøret. Der pakkes med ¾ udgangsgel og ¼ RV opslemmet i 20 % 
ethanol/vand (polært). Kolonnen fikseres over objektiv (40x), og der exciteres ved 488 nm og 
emissionen måles ved 524 nm. Reversibilitet måles med citronsyre/phosphatbuffer pH 8, 6, 4, 2, 4, 
6, 8, og der optages en film af forløbet. Udvalgte stillbilleder vises i afsnittet Reversibel test RV og 
film, billeder samt oversigt findes på cd-rom. Arbejdet er udført hos FEF Chemicals af laborant 
Helle M. Nordholm. 
  
Fluorescence Recovry After Photobleaching (FRAP) målt med CLSM Udvalgte fluorescerende 
geler bleges i et lille område med kraftig laser, til der tydeligt er et mørkt område. Laserintensiteten 
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sættes ned og fluorescensintensiteten for området iagttages. Ved ikke-bundet farve vil diffusion fra 
omgivelserne dække området igen. Hvis farven er bundet, sker der ingen diffusion (Lakowicz, 
2006). Arbejdet er udført hos FEF Chemicals af laborant Helle M. Nordholm. 
 
HPLC isokratisk Prøver opløst i methanol (0,1mg/ml). Eget arbejde. 
 
Koncentrationsbestemmelse af fluorescein målt med spektrofluorometer Laveste koncentration 
fluorescein, der kan detekteres ved fluorescensmåling sker ved fremstilles af en opløsning på 62 mg 
fluorescein opløst i 50,00 ml ethanol (1,24 mg/ml). Fluorescein opløses let og hurtigt i dette solvent. 
Ud fra stamopløsningen udtages der til fortynding. Fortyndinger måles på spektrofluorometer og 
linearitet undersøges. Laveste lineære koncentration er den detekterbare grænseværdi. Eget arbejde. 
 
TLC præparativ Præparativ TLC separering bliver udført med 100 µl opløsning påført en TLC 
plade (5x10) som et bånd fra side til side. Der bruges dichloromethan som eluent. De i UV lys 
fremkomne bånd skrabes fri med en skalpel og opsamles i Eppendorfrør. Rørene bliver tilsat 150 µl 
methanol for at opløse farven fra stationærfase. Prøverne centrifugeres og ovenstående væske 
overføres til vials. De afskrabede bånd navngives med fortløbende bogstaver. Samme 
fremgangsmåde bruges til separering af RIV men på stor TLC plade (20x20). Her opløses afskrab i 
DMSO. Eget arbejde. 
 
Knust gelmetode Spektrofluorometrisk måling på silanforbindelser sker ved, at 49-48mg 
silanprodukt afvejes og tilføres 5,00 ml pH buffer. En prøve fremstilles for hver pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 
og 8. Blandingen står natten over med rørepind og på magnetomrører, således at gelpartiklerne 
knuses. 100 µl prøve/900 µl buffer (pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 og 8) blandes og excitations/emissions 
maksimum måles. Excitation sker ved 493 nm og emission måles ved 512 nm på 
fluorescensspektrometer. Eget arbejde. 
 
Titrering med autotitrator Anthraquinon-2-carboxylsyre, fluorescein, RIV eller RV afvejes og 
opløses i milliQvand tilsat en kendt mængde base. Den basiske opløsning fremmer opløseligheden 
af den svage syre. Der titreres med en 0,198 M HCl (burettemaksimumvolumen 1 ml.) og 
titrerkurven plottes på skriver. Eget arbejde. 
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Bestemmelse af maksimum for excitations- og emissionsbølgelængder Spektrofluorometer exciterer 
ved stigende bølgelængde, og for hver bølgelængde scannes emissionsspektret. Bedste excitations- 
og emissionsbølgelængde registreres. Eget arbejde. 
 
Citronsyre-phosphatbuffere Fremstilles af blanding (Citronsyre-phosphatbuffere i Appendiks) af 
0,1M citronsyre og 0,2M Na2HPO4. pH 2 opløsning fremstilles af milliQvand tildryppet 0,1M HCl. 
Eget arbejde.  
 
Bestemmelse af opløsningsmidler Krystaller overføres til ønskede opløsningsmidler og 
opløseligheden observeres. Eget arbejde. 
 
Apparatur og materialer 
CLSM  Zeiss LSM 510 META, LSM Software Release 4,2. Laser findes til følgende bølgelængder: 
405, 458, 477, 488, 514, 543 og 633 nm. I dette arbejde bruges laser på 488 nm. 
(http://www.pcb.wur.nl/UK/light+microscopes/equipment/Zeiss+Meta+CLSM/) 
 
Fluorescensmikroskop DM5000B. Strømforsyning: Leica CTR5000. Software: Adobe Photoshop. 
 
NMR Prøver er opløst i DMSO (Dimethyl sulfoxide-d6 99.9 atom % D, contains 0.03 % (v/v) 
TMS, Sigma-Aldrich) og målt på VARIAN 300 MHz. Egne spektrer er sammenholdt med spekter 
fra Spectral Database for Organic Compounde (fremover SDBS) for at sikre overensstemmelse. 
 
IR Prøver er målt på Perkin Elmer FT IR Sprectrometer SPECTRUM 2000. Spektrer er 
sammenlignet med spektrer fra SDBS for at sikre overensstemmelse. 
 
HPLC Apparatur er opbygget af Pumpe: Waters model 590, Detektor: Waters 486 Tunable 
Aborbance Detektor, 285nm UV-lys og Integrator: Hewlett-Packard HP3396A. Kolonne 
Phenomex® Luna, 5 µ, C18 , 250x4,60 mm. Eluentforhold acetonitril/vand 50/50 isokratisk. Flow 1 
ml/min. Prøvekoncentration er 0,1 mg/ml. Loop skylles med methanol mellem prøverne.  
 
Spektrofluorometer  Perkin Elmer Luminescence Spectrometer LS 50B Software: FL Winlab 
Copyright 94-999 Perkin Elmer 
 
 48
TLC Målinger bliver udført på plader fra MERCK DC-Alufolie 5x10 cm Kieselgel 60. Præparativ 
TLC på DC-Alufolie 20x20 cm Kieselgel 60 F254.  
Titrering Radiometer ABU91 AUTOBURETTE, TIM90 TITRATION MANAGER, SAM90 
SAMPLE STATION og REC80 SERVOGRAPH. 
 
LC-MS Finnigan MAT SpectralSYSTEM 4000 (pumpe), AS3000 (autosampler), ThermoQuest 
Finnigan LCQTMDECA LC/MSn System. Software XcaliburTM 1.3. 
 
Smeltepunktsbestemmelse Buchi 535. Maksimumtemperatur 292 ºC. 
 
Molekyletegninger MarvinSketch version 5.0.3 Shareware program til tegning af 
molekylestrukturer (http://www.chemaxon.com/download.html maj 2008)  
Kemikalier 
Sigma-Aldrich: 
Fluorescein (syrefri)  
CAS 2321-07-5 Teknisk kvalitet 
N-(1-Naphthyl)ethyl-enediamin 98+%  
CAS 1465-25-4 
Anthraquinon-2-carboxylsyre 98%  
CAS 117-78-2. 
Thionylchlorid 99+%  
CAS 7719-09-7 
Anilin 99,5+%  
CAS 62-53-3  
Citronsyre monohydrat  
CAS 5949-29-1 pro analyse 
LAB-SCAN Analytical Science: 
Dichloremethan  
CAS 75-09-2 HPLC kvalitet  
Pyridin  
CAS 110-68-1 HPLC kvalitet 
Acetonitril  
CAS 75-05-8 HPLC kvalitet 
Dimethylformamid  
CAS 68-12-2 HPLC kvalitet  
Cyclohexan  99,5%  
CAS 110-82-7 HPLC kvalitet 
Lancaster: 
Oxalyl chlorid 98+% CAS 79-37-8  
MERCK 
Dimethylsulfoxid CAS 67-68-5 Til syntese 
Natriumhydroxid piller pro analyse CAS 1310-73-2 
 
di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat  
CAS 10028-4-7 pro analyse 
JT Baker 
Eddikesyreanhydrid 97 %  
CAS108-24-7 
 
Daiso 
Aminopropylsilan (Gel)  
Se Aminopropylsilan analysecertifikat i Appendiks. 
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Valg af opløsningsmidler 
Undersøgelse af opløselighed med fremhævelse af væsentlige opløsningsmidler anvendt i arbejdet 
(tabel 2). 
 
Opløsnings-
middel 
 
N-(1-
Naphthyl)ethylen
ediamin 
 
Fluorescein 
 
RII 
Fluorescein  
Naphthyl 
 
RIIIa/RIIIb 
Anthraquinon 
Anilin 
Udfældet/ 
Inddampet 
 
RIV 
Anthraquinon 
Anilin 
 
 
Anthraquinon 
Ethanol Opløselig 
(langsomt) 
Letopløselig 
Kraftig farve 
fluorescerende 
grøn 
Delvist opl. 
 (langsomt) 
svagt grøn 
farve 
Ej opl. 
ingen farve 
Ej opl. Ej opl. 
Methanol Opløselig Som ethanol Som ethanol Som ethanol Som ethanol Som ethanol 
DMSO Opløselig 
(langsomt) 
Opløselig 
(langsomt) 
Brun rød farve 
ikke grønlig 
Opløselig  
ingen farve* 
Opløselig 
(hurtigt) 
grønlig farve 
Opløselig 
grønlig farve 
Opløselig 
grøntoning 
DMSO + 
NaOH 
   Opløselig  
Efter 5 min. 
farvet** 
   
Dichlor- 
methan 
Ej opl. Delvis opl. 
Rød farve 
Ikke grønlig 
Opløselig  
ingen farve 
Ej opl. 
mælket 
Ej opl. 
mælket 
Ej opl. 
mælket 
Vand pH 12 Opløselig Opløselig Ved stigende 
pH stiger 
opløselighed 
Ej opl. Ej opl. Ved stigende 
pH stiger 
opløselighed 
Vand pH 3 Opløselig 
 
Delvis opl. 
(Langsomt) 
svag gullig 
farve 
Ej opl. Ej opl. Ej opl. Ej opl. 
 Tabel 2 Relevante stoffers opløselighed i forskellige opløsningsmidler, vand ved pH 12 og pH 3. De med gult 
fremhævede felter viser de mest velegnede opløsningsmidler til det pågældende stof: 
Bemærk: *Opløsning RII DMSO ingen farve. **Opløsning RII DMSO + NaOH farve. Det er anionformen af 
fluorescein, der giver fluorescens (Lakowicz, 2006) 
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Forsøg med systematisk at opløse stoffer i forskellige opløsningsmidler viser, at  
N-(1-Naphthyl)ethylenediamin opløses nemmest i vand ved pH 3 men også kan opløses ved højt 
pH. Fluorescein kan opløses i vand ved stigende pH, men det er nemmest at arbejde med 
fluorescein i ethanol. RII opløser også i ethanol, men det går langsomt. Anthraquinon, RIII og RIV 
er opløselige i DMSO, og det er muligt at opløse anthraquinon i vand tilsat base.  
Der har tidligere i dette arbejde været syntetiseret azo-forbindelser, og den kraftigt farvede 
opløsning har været målt med spektrofluorometer (R4 Azo-forbindelse absorbans og emission i 
appediks). Spekter i appendiks viser, at emissionen for denne azo-forbindelse er meget lille, og der 
fortsættes derfor med molekyler, som kendes for deres evne til at fluoroscere.  
Karakterisering af RI. Fluorescein + anilin 
RI er syntetiseret af fluorescein (figur 39) og anilin (figur 40).  
´ 
 
Figur 39 Fluorescein 
 
 
 
 
 
 
Figur 40 Anilin 
 
Fremgangsmåden er beskrevet under afsnittet Fremgangsmåde for syntese i Appendiks.  
Stoffet fluorescein (figur 39) bliver valgt som reaktant, da stoffet i litteraturen (Wolfbeis et al., 
1993) bliver fremhævet for sin evne til at fluoresecere og fungere som pH-indikator (se afsnittet 
Fluorescerende stoffer). Anilin (figur 40) bliver valgt, da det er en amin, der er relativt simpel i 
opbygning med en tilpas stor molekylevægt, som vil gøre det nemt at identificere anilin i det 
dannede produkt. Reaktionsligning (figur 41) viser fluorescein, der reagerer med thionylchlorid og 
danner syrechlorid. Derefter reagerer den dannede syrechlorid med anilin og den primære amin 
anilin forbliver i det nye molekyle. 
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Figur 41 Reaktionsligning for fluoresceinreaktion med thionylchlorid og efterfølgende reaktion med anilin. 
IUPAC name 2-(3-hydroxy-6-oxo-9H-xanthen-9-yl)-N-phenylbenzamide. Navngivet med software MarvinSketch 
version 5.0.3 
 
Efterfølgende forsøg på identifikation af produktet bliver udført på TLC, NMR og LC-MS. 
Produktet viste sig ikke at blive dannet, og det kan muligvis skyldes sterisk hindring mellem det 
store rigide fluorescein og anilin med amingruppen tæt på den aromatiske ring. Forløbet med 
karakterisering er beskrevet i Appendiks (Karakterisering af RI), men da afsnittet rummer 
overvejelser, som vil blive brugt i de følgende karakteriseringer, er delkonklusionen vist her.   
Delkonklusion RI 
TLC viser, at der er forskel på fluorescein og RI, da der ses bånd ved RI, som ikke fremkommer for 
fluorescein. 
NMR viser overensstemmelse i spektrer for fluorescein og RI ved at toppe og kemiske skift fra 
fluorescein kan genfindes i RI spektret. Anilin har et kemisk skift på 3,55 ppm, der stammer fra 
aminogruppen i anilin. Dette kemiske skift genfindes i RI spektret og kan stamme fra en primær 
amin. Derimod kan de vigtige toppe for protoner i ortho-, meta- og paraposition af anilin ikke 
genfindes.  
LC-MS viser muligvis en masse svarende til det koblede produkt plus en Na+ ion, men kun i en 
meget begrænset mængde i forhold til fluorescein. Med udgangspunkt i NMR resultatet, er der ikke 
blevet syntetiseret det ønskede produkt i detekterbare mængder. 
Det manglende udbytte kan skyldes, at der har været sterisk hindring mellem fluorescein-
carboxylsyren og det relativt rummelige molekyle anilin. Carboxylsyren sidder klemt inde mellem 
ringstrukturen og det er muligt, at anilinen med sin aromatiske ring ikke kan komme til at reagere. 
For at efterprøve denne teori bliver der i næste syntese, kaldet RII, syntetiseret fluorescein og N-(1-
Naphthyl)ethylenediamin (Naphthyl). Naphthylen har netop en lang ”arm”, hvorpå aminen sidder 
og den vil muligvis kunne nå fluoresceincarboxylsyren.  
I det følgende vil forløbet med karakterisering af RII blive beskrevet. 
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Karakterisering af RII. Fluorescein + N-(1-Naphthyl)ethylenediamin 
RII er syntetiseret af fluorescein (figur 39) og N-(1-Naphthyl)ethyl-enediamin (figur 42). 
 
Figur 42 N-(1-Naphthyl)ethylenediamin 
 
Fremgangsmåden er beskrevet under (Fremgangsmåde for syntese i Appendiks). 
Tidligere er fluorescein blevet forsøgt reageret med anilin (RI), men da carboxylsyren sidder klemt 
inde mellem fluoresceins stive ringstruktur, kan reaktionen blive forhindret af sterisk hindring. Ud 
fra denne betragtning bliver syntesen gentaget med den forskel fra RI, at der i stedet for anilin 
bruges naphthyl (figur 42). Naphthyl har en primær amin, der sidder på en sekundær amin med to 
CH2 grupper imellem. Det giver molekylet en ”arm”, hvorpå den vigtige primære amin sidder. Det 
vil derfor være muligt at undgå evt. steriske hindringer, og aminen og syrechloriden kan reagere 
sammen. Reaktionsligningen nedenfor i figur 43 viser fluorescein, der reagerer med thionylchlorid 
og derefter reagerer syrechloriden med naphthyl. 
 
 
Figur 43 Reaktionsligning for fluorescein reaktion med thionylchlorid og efterfølgende reaktion med naphthyl. 
IUPAC name 2-(3-hydroxy-6-oxo-9H-xanthen-9-yl)-N-[2-(naphthalen-1-ylamino)ethyl]benzamide 
 
Det nysyntetiserede produkt testes for smeltepunkt (smp.), der separeres med TLC ved brug af 
forskellige eluenter, måles med LC-MS, HPLC isokratisk, IR, fluorescensintensiteten måles og til 
slut bruges NMR for at bestemme, om syntesen er lykkedes.  
 53
Smeltepunktsbestemmelse af RII  
I det følgende vil tabelværdier for smp. blive præsenteret og resultater af egne målinger på RII 
bliver sammenholdt. 
 
Navn Smeltepunkt °C 
Fluoroscein smp. 314-316 * 
N-(1-Naphthyl)ethyl-enediamin 194-198 * 
RII 255,3-256,3 
255,2-256,1 
  
Tabel 3 Smeltepunkter fundet ved tabelopslag (*) samt egen måling. Tabelopslag er hentet fra 
www.sigmaaldrich.com 
 
Smeltepunktsbestemmelse sker på et Büchi 535 smeltepunktsapparat, der går til 292 °C. 
Fluorescein har et højt smp. på ca. 315 °C (tabel 3) og N-(1-Naphthyl)ethylenediamin har et lavere 
smp. på  ca. 196 °C. Det bestemte smp. for RII er på mellem 255 °C og 256 °C, og ligger derfor 
lavere end smp. for fluorescein og højere end smp. for Naphthyl. I runde tal ligger smp. for RII 
mellem de to reaktanters smp., og derfor kan smp.bestemmelsen muligvis vise, at syntesen af RII 
har resulteret i et molekyle, der er forskelligt fra reaktanterne.  
TLC måling på RII  
RII og fluorescein separeres på TLC ved forskellige eluentsammensætninger. Der prøves med 
dichloromethan, methanol og dichloromethan/methanol forhold 3:1 og 6:1. Resultaterne af disse 
TLC plader viser, at selv en lille del methanol trækker prøverne op til elueringsgrænsen. Derfor er 
den mest velegnede eluent dichloromethan. Disse forsøg og resultater er beskrevet i Appendiks 
(TLC af RII ). RII bliver herefter separeret på TLC plade med dichloromethan som eluent, se figur 
44 nedenfor. 
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Figur 44 TLC af RII og Fluorescein. Eluent: Dichloromethan 
 
 
 
1# RII  
opl. i ethanol 
2# Fluorescein  
opl. i ethanol 
Et grøngult afgrænset område, der 
strækker sig op på TLC pladen.  
Derefter følger tre bånd: 
2) grønlig 
3) brunlig 
4) beigegullig 
Pletten flytter sig ikke. (Pletten er tørret 
før start). 
 
Tabel 4 RI og fluorescein. Fremkomne områder og bånd i dichloromethan 
 
RII og fluorescein på TLC pladen (figur 44, tabel 4) med dichloromethan som eluent viser, at der er 
forskel på de to produkter. Fluorescein flytter sig ikke, hvorimod RII fremkommer med grøngult 
afgrænset område og derefter med tre bånd: et grønligt, et brunligt og et beigegulligt bånd. Det vil 
være muligt at måle LC-MS på opløsninger af disse bånd og på den måde bestemme deres 
retentionstider og molvægte. RII påføres en ny TLC plade som præparativ prøve, og de fremkomne 
bånd skrabes af pladen og opløses i methanol (afsnittet Eksperimentelle metoder under 
Fremgangsmåde). De fremkomne opløsninger mærkes A-E. 
 
 
 
 
 
 
 
 55
 
 
 
 
 
Figur 45 Præparativ TLC af RII. Eluent dichloromethan. Båndene navngivet A-E 
 
 
 
Bånd # 1 2 3 4 5 
Farve Stærkt fluore-
scerende grøn 
Gullig/grønlig Brunlig Grønlig Bred gul 
Bogstav A B C D E 
 
Tabel 5 Fremkomne bånds farver fra RII, separeret med dichloromethan. Båndene navngivet A-E 
 
De fremstillede prøver af skrab fra TLC pladerne (figur 45, tabel 5) måles på LC-MS for at få en 
præcis måling af fraktionerne. Dermed kan bånd fra TLC pladen bestemmes for sammensætning og 
masse.  
 LC-MS måling på RII  
Strukturtegning af produktet fluorescein + N-(1-Naphthyl)ethylenediamin og mulige fragmenter 
med angivelse af Mw (figur 46, tabel 6). 
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Figur 46 Forventede fragmenter af fluorescein + N-(1-Naphthyl)ethylenediamin 
 
 
RII Fluorescein  N-(1Naphthyl)- 
ethylenediamin● 2HCl 
Fluorescein+ N-(1-Naphthyl)- 
ethylenediamin  
Mw 332 259, 186 (C12H14N2) 
Naphthyl med og uden 
2HCL 
500 
Fragmenter 315, 211, 104 185, 142, 43 289 
 
Tabel 6 Molvægte og oversigt er forventede fragmenter fra reaktanter og produkt 
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De kørte spektrer af prøve A-E analyseres. Toppe med intensiteter større end 10.000 er angivet 
nedenfor i tabel 7.  
Forventede 
Mw 
Bånd A 
Mw 
Bånd B 
Mw 
Bånd C 
Mw 
Bånd D 
Mw 
Bånd E 
Mw 
 
 
 
500 
332 
315 
289 
259 
211 
186 
185 
142 
104 
43 
Bl.a. 
protoner og 
Na+ kan 
ændre 
fragment str. 
958 
813 
514 
341 
266 
670 
578 
564 
345 
341 
334 
325 
279 
192 
90 
892 
879 
744 
615 
563 
420 
413 
399 
290 
237 
199 
126 
93 
994 
960 
904 
867 
745 
644 
584 
557 
510 
338 
288 
267 
167 
157 
906 
775 
760 
745 
620 
617 
528 
527 
516 
448 
346 
333 
179 
85 
65 
  334≈Fluorescein 
332 
290≈fragment 
289 
288≈fragment 
289 
333≈Fluorescein 
332 
 
Tabel 7 LC-MS data fra RII prøver A-E med angivelse af molvægte som giver intensitet større end 10.000. 
Spekter af prøve A findes i Appendiks (LC-MS spektrer af A-E), resten på cd-rom 
 
Masserne med stor intensitet for A-B fremgår af tabel 7 og her viser A en masse på 266, der er 
mindre end fluorescein (332) og en smule større end naphthyl (259). De resterende masser er 
væsentligt større end fluorescein med den næste på 341. Det er ikke muligt at gøre rede for de målte 
masser, men de kan være et udtryk for, at der er dannet dimer eller trimer af fluorescein. I beregning 
af masser skal der også tages hensyn til, at H+, Na+, K+ MeOH og H2O kan være en del af massen. 
Disse masser skal derfor regnes med, når der ledes efter en forventet masse og det giver mange 
muligheder. Bånd B viser en masse ved 334, der er meget tæt ved massen for fluorescein på 332. C 
viser en masse på 290, der er meget tæt på 289, som er et fragment med naphthyl og én aromatisk 
ring fra fluorescein (figur 46). D har en masse på 288, men masserne angives pr. ladning og det er 
derfor ikke manglende protoner i molekylet, der gør massen mindre end massen for C. Massen er 
dog stadig tæt på fragmentet 289 og båndet flytter sig længere end tilfældet er for C. Derfor er D 
molekylet anderledes end C molekylet. E udviser en masse (333), der som B (334) svarer til 
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fluorescein (332). Det er dog ikke sandsynligt, at B og E er éns molekyler, da der er to bånd mellem 
dem og derfor er de separeret pga. en forskel i molekylet. 
Det viser sig kompliceret at få masserne for prøve A-E til at give nogle få troværdige værdier og 
derfor fokuseres der i stedet på at køre LC-MS på opløsninger af fluorescein, naphthyl og RII. De 
fremkomne RT skal sandsynliggøre, om RII er et ændret molekyle i forhold til RT for fluorescein 
og naphthyl og samtidig kan MS’en give en masse for den dominerende top. 
 
 
Fluorescein 
(Se LC-MS 
fluorescein 
Appendiks) 
N-(1Naphthyl)- 
ethylenediamin 
●2HCl 
(Se LC-MS 
Naphthyl 
 Appendiks)  
RII: Fluorescein+  
N-(1-Naphthyl)- 
ethylenediamin 
(Se LC-MS RII 
Appendiks) 
RT 14,09 4,08 16,67 
Masse 333,5 187 369,4 
Abs max. nm. 
256, 279, 448 
og 481 
256, 328 290 
 
Tabel 8 RT, massen og Abs max. for RII og reaktanter målt med LC-MS.  
Spektrer i Appendiks (LC-MS fluorescein, LC-MS Naphthyl og LC-MS RII) 
 
 
Som det fremgår af tabel 8 ovenfor kommer naphthyl først igennem kolonnen med en RT på 4,08 
min. og massen måles til 187. Det er meget tæt på massen for N-(1-Naphthyl)ethylenediamin (186). 
Derfor virker målingen troværdig og RT for naphthyl kendes. Fluorescein har RT på 14,09 min. og 
massen på 333,5 er meget tæt på massen for fluorescein (332). Også denne masse stemmer. 
Målingen af RII giver en lidt forlænget RT på16,67 min og massen måles til 369,4. Ved at tage den 
detekterede masse for fluorescein og lægge vægten af to vandmolekyler til (333,5+2x18) fås en 
masse på 369,5. Det er netop den massevægt, som detekteres for RII. Ud for LC-MS målingerne 
kan det konkluderes, at RII får en lidt længere RT, men at molekylet kun er forskelligt fra 
fluorescein ved, at den har fået sat to vandmolekyler på. Den længere RT kan skyldes, at vand 
skærmer de polære grupper og derfor får molekylet større affinitet til kolonne og dermed en længere 
RT. Forekomsten af krystalvand i RII kan skyldes, at efter rekrystallisering blev krystallerne skyllet 
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med 96 % kold ethanol, der indeholder en smule vand. Derved er der muligvis blevet overført 
vandmolekyler til krystallerne. 
Absorbansmaksimum for fluorescein er målt til 256, 279, 448 og 481 nm (tabel 8). Særligt den 
sidste på 481 nm (VIS område) er interessant, idet dette svarer til tabelværdien for excitation af 
fluorescein på 490 nm (SigmaAldrich.com). Tilsvarende bliver RII detekteret ved 290 nm, som er 
det område, hvor de aromatiske ringstrukturer absorberer lys. RII viser ikke absorption af lys 
omkring 490 nm, og derfor har den mulige addition af to vandmolekyler til fluorescein bevirket, at 
molekylet har mistet sin evne til bliver exciteret ved denne bølgelængde og deraf følgende evne til 
emission af lys ved en højere bølgelængde. 
For at undersøge RIIs evne til at fluorescere bliver RII sammenlignet med udgangsstoffet 
fluorescein. Begge stoffer måles på Spectrofluorometer ved en koncentration på 1 mg/ml 
Intensiteten af fluorescence fra fluorescein måles til 38 (Spektrofluorometrisk måling fluorescein 
Appendiks) og den tilsvarende måling af intensiteten fra RII er på bare 1,2-1,4 
(Spektrofluorometrisk måling RII Appendiks). Dette er mange gange mindre end for fluorescein. 
RII testes yderligere på anionformen ved at hæve pH til 12 og intensiteten måles på ny. Intensiteten 
fordobles til 3,2 (Spektrofluorometrisk måling RII pH 12 Appendiks) ved at hæve pH. Målingen 
viser, at intensiteten er pH-afhængig, men at intensiteten for RII er faldet væsentligt sammenholdt 
med udgangsstoffet. 
Forskellen i intensitet mellem fluorescein og RII viser, at der er sket en ændring af RII molekylet i 
forhold til udgangsstoffet. Målinger på RT med LC-MS indikerer også, at de to stoffer er 
forskellige.  
For at underbygge dette yderligere bliver der kørt HPLC med isokratisk eluent. Skema for disse 
målinger findes i Appendiks (RII og RIII målt på isokratisk HPLC). De væsentligste resultater vises 
i det følgende afsnit. 
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HPLC isokratisk målt på RII 
Der fortsættes med isokratisk HPLC med fokus på RT for de rene stoffer og produkterne. Ved at 
ændre eluentsammensætningen mellem acetonitril og H2O findes den bedste kørselsbetingelse til 
optimal separering. Dette forløb er beskrevet i Appendiks (RII og RIII målt på isokratisk HPLC) og 
de væsentligste resultater fra separering af N-(1-naphthyl)ethylenediamin, fluorescein og RII kørt 
på kolonnen med acetonitril 70/30 H2O som eluent, er beskrevet herunder.  
Figur 47 herunder viser væsentlige spektrer af fluorescein og RII.  
acetonitril 70/30 H2O 
 
 
 
Figur 47 Spektrer af fluorescein og RII. Eluent: acetonitril 70/30 H2O. UV detektor 285 nm  
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Eluent Fluorescein RII 
70/30 #81 3,605 #84 25,701 
 
Tabel 9 RII og fluorescein. Målt på HPLC isokratisk. Eluent: acetonítril 70/30 H2O 
 
Eluenten gøres apolær for at få en top fra RII med en passende RT. Der vælges en eluent med 
forholdet acetonítril 70/30 H2O og RT for fluorescein måles til 3,6 minutter. Toppen for RII bliver 
med den 70/30 eluent en pæn, smal, spids top, og RT ligger stabilt på 25,6/25,7, hvilket er 
væsentligt længere end for fluorescein (figur 47, tabel 9). Den lange RT tyder på, at syntesen af 
fluorescein har resulteret i et andet produkt, der er forskelligt fra udgangsstoffet. Stoffet har en RT, 
der er 7x større. Det viser, at molekylet er blevet meget mere apolært end fluorescein. For 
yderligere at undersøge, om der findes en amidbinding i RII, bliver produktet målt med IR.  
IR-spektrometrisk måling på RII  
Sammenligning af IR-spekter af fluorescein (figur 48) og RII (figur 49) fra egen måling er foretaget 
for at kunne konkludere, om RII har fået syntetiseret en amidbinding. Der er yderligere vist IR data 
fra SDBS database (tabel 10) omhandlende fluorescein for at disse data kan sammenlignes med 
egne data af fluorescein (spekter IR spekter fluorescein (SDBS) Appendiks). 
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Figur 48 IR måling af fluorescein. Egen måling 
 
 
Figur 49 IR måling af RII. Egen måling 
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Fluorescein 
fra SDBS 
3239 3070* 1727 1636 1597 
Fluorescein 
egen 
måling 
3369 3070 1730 1635 1598 
RII 3097 3048 1772 1617 1597 
 
Tabel 10 Fundne IR-frekvenser af fluorescein fra SDBS database  
og egne målinger sammenholdt med produktet RII. * markerer manuel aflæsning 
 
Data i tabel 10 viser, at der er god overensstemmelse mellem spekter fra SDBS (spekter IR spekter 
fluorescein (SDBS) Appendiks) og egen IR måling af fluorescein. De lave frekvenser er stort set 
ens, men den højeste frekvens, der kommer fra OH-, er højere i egen måling end for SDBS. 
Toppenes fordeling, bredde og transmission/absorption er meget ens for de to spektrer og derfor er 
der generelt meget stor overensstemmelse. Derimod viser data for RII ændrede frekvenser for de 
væsentlige toppe og det indikerer, at RII er blevet modificeret i forhold til udgangsstoffet. 
Fluoresceinspektret er mere kompakt sammenholdt med IR spekter for RII, hvilket ses af de mere 
brede toppe for fluorescein (figur 48) sammenlignet med de høje smalle toppe ved RII (figur 49).  
Det må dog konstateres, at der i RIIs IR spekter (figur 49) ikke findes en carbonyltop ved de 
forventede 1680-1630 cm-1, der indikerer en dannet amidforbindelse (se afsnittet IR) kaldet amid I 
og derfor er der muligvis ikke dannet denne binding. Derimod er carbonylfrekvensen steget fra 
1730 til 1772 cm-1, hvilket er en høj værdi, der kan komme fra en dannet esterforbindelse (1750-
1735 cm-1, Pavia et al., 2001). At værdien er højere end tabelværdien kan skyldes fluoresceins stive 
molekyle, der påvirker IR data til højere frekvenser for carbonylgruppen.  
IR spektrer af fluorescein og RII viser begge den samme 1598/1597 top. På siden af denne top 
sidder toppen ved 1617 cm-1 for RII, der er en smule lavere end ved fluorescein på 1635 cm-1. Det 
kan skyldes, at 1617/1635 er en del af arealet for top 1598/1597 cm-1, og top 1598 cm-1 er meget 
bred for fluorescein og smal for RII. Den brede top påvirker, hvor frekvensen registreres på 1635 
cm-1 og det giver en smule højere frekvens. Amid II toppen omkring 1550 cm-1, der skal indikere 
den dannede amid, ses heller ikke i RII spekteret og det underbygger konklusionen om, at der nok 
ikke er dannet en amidforbindelse. 
RII viser lavere frekvenser for OH-grupperne (3097 og 3048 cm-1) sammenholdt med fluorescein 
(3369 og 3070 cm-1), og disse toppe er ved fluorescein bredere og højere end for RII, som er ganske 
små. Det kan tyde på, at RII har fået modificeret disse grupper. Det kan derfor ikke udelukkes, at 
der på OH-grupper og -C(=O)- er blevet dannet dimerer eller trimerer af fluorescein.  
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NMR måling på RII 
De to figurer 50 og 51 nedenfor viser en sammenligning af NMR spektrer af fluorescein fra SDBS, 
egne spektrer og spekter af RII. 
 
 
 
Figur 50 Fluorescein, data fra SDBS 
 
Figur 51 N-(1-Naphthyl)ethylenediamin,  
data fra SDBS 
 
 
Nedenstående tabel 11 viser de fundne kemiske skift sat op i kolonner med lave ppm værdier 
øverst, stigende ned gennem tabellen. Dette er gjort for at få en systematisk registrering af de fem 
spektrer, således at de er enklere at sammenligne. Kemiske skift for fluorescein, der bruges i RII, er 
markeret med blåt. Tilsvarende er kemiske skift fundet for naphthyl, der også bruges i syntesen af 
RII, markeret med grønt. Bogstaverne i tabel 11 refererer til SDBS data (figur 50 og 51), der viser 
hvilke protoner, de kemiske skift stammer fra.
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SDBS spekter af 
fluorescein 
Eget spekter af 
fluorescein 
Spekter af RII SDBS spekter af  
N-(1-naphthyl)ethylenediamin 
Eget spekter af  
N-(1-naphthyl)ethylenediamin 
δ, antal toppe  δ, antal toppe δ, antal toppe δ, antal toppe δ, antal toppe 
     
  2,72 dublet   
  2,89 singlet   
  3,30 singlet (lille) N) 3,22 1H triplet 
  3,322 singlet M) 3,24 1H triplet 
3,19 quartet = N+M 
  ingen top L) 3,592 2H quartet (CH2) 3,56 triplet =L 
G)   6,58 4H, 
dublet symmetri 
6,55 dublet = G 6,88 bred dublet 
=G 
 
  
  Ingen top  K) 6,62 4H (NH2 +HCl) ingen top  
F)   6,721 2H 
singlet symmetri 
6,675 singlet =F 6,91 =F J) 6,897 1H dublet 
Ligger muligvis i F 
6,77 dublet =J 
     
E)   7,291 1H 
dublet 
7,26 dublet =E    
  
7,21 dublet =E 
7,24 dublet 
  
  7,36 triplet =G G) 7,36 1H triplet 7,31 multiplet =G+F 
  7,39 triplet el. =F 
multiplet 
F) 7,39 1H triplet  
     
  7,59 dublet =E+D E) 7,49 1H triplet 7,45 =E 
   D) 7,50 1H triplet 7,48 =D 
     
D)   7,723 1H 
triplet 
7,70 triplet =D   
    
  
7,74 dublet 
7,76 dublet =D 
7,79 dublet 
  
     
C)   7,90 1H 
triplet     
7,9 triplet =C C) 7,844 1H triplet 7,80 dublet =C 
7,82 dublet 
    
  
7,80 dublet 
7,82 dublet =C+C 
7,85 dublet 
  
     
     
B)    8,009 1H 
dublet 
8,0 dublet =B   
  
8,05 triplet el. =B 
multiplet 
8,08 triplet   
  ikke flere toppe   
 8,171 lille top 
8,182 lille top 
8,191 lille top 
8,203 lille top 
   
   B) 8,357 1H triplet 
    
8,31 dublet =B 
8,34 singlet 
     
   A) 8,50 1H (NH) quartet 8,43 bred, stor singlet =A 
A)  10,00 2H 
singlet (OH) 
symmetri 
10,27 svag bule 
=A 
   
 
Tabel 11 NMR data af fluorescein, naphthyl og RII. Data er sammenlignet for at vise at RII har toppe der 
stammer fra begge reaktanter. Spektrer i Appendiks. 
 
Gennemgang af data fra de fem spektrer (tabel 11) viser, at både fluorescein og N-(1-naphthyl)-
ethylenediamin genfindes i RII. Ved at give toppene bogstaver efter samme system som SDBS er 
alle toppe identificeret. Kun toppen 6,62 ppm (-NH2), der er vist i SDBS data (naphthyl), kan ikke 
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findes i egen måling. LC-MS og IR kan ikke bekræfte, at fluorescein og naphthyl er syntetiseret 
sammen, og det må derfor antages, at naphthylrester i produktet er årsagen til sammenfaldet af 
kemiske skift fra de to reaktanter i RII. 
Delkonklusion RII 
TLC målinger viser, at dichloromethan separerer RII i flere bånd, og at det tilsvarende ikke sker for 
fluorescein. LC-MS viser en stor top for RII på Mw 369,4, hvilket kan passe med massen for 
fluorescein og to H2O. Yderligere viser LC-MS, at RT for RII er blevet forlænget en smule 
sammenholdt med RT for fluorescein (14,09 til 16,67). Ved excitation af fluorescein måles 
intensiteten til at være 7x højere end for RII, og dette indikerer, at RII er modificeret i forhold til 
fluorescein. Til slut viser HPLC isokratisk, at der er væsentlig forskel i RT (3,6; 25,7) for de to 
produkter, og at der skal bruges en eluent, der er yderligere apolær for at få RII hurtigere igennem 
kolonnen. Med det forbehold at den målte Mw i MS kun er én af mange molvægte, der er målt, og 
yderligere ikke behøver være sammensat som overfor antydet (med 2 H2O), viser disse resultater 
ikke RII’s sammensætning, men de viser, at der er væsentlige forskelle mellem RII og fluorescein, 
og at RII er et mere apolært molekyle.  
IR spekterne viser stort sammenfald i frekvenserne for fluorescein og RII. Dog er spektret for 
fluorescein mere kompakt sammenholdt med RII, der har flere slanke, enkeltstående toppe. 
Sammenfaldet i frekvenserne tyder på, at fluorescein og RII er ens, og de manglende karakteristiske 
amid frekvenser (1680-1630 og 1550 cm-1) bekræfter dette. 
NMR viser, at både fluorescein og naphthyl genfindes i RII, men dette sammenfald kan skyldes 
manglende renhed i produktet, og det er derfor ikke et udtryk for, at syntesen er lykkedes.   
Sterisk hindring i fluorescein kan være årsagen til manglende resultater, og derfor vælges at 
syntetisere anthraquinon-2-carboxylsyre med anilin efter samme forskrift. Derved vil 
syntesemetoden blive testet på et molekyle, som ikke burde give sterisk hindring. I det følgende vil 
karakterisering af den næste syntese, kaldet RIII blive beskrevet.  
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Karakterisering af RIII. Anthraquinon-2-carboxylsyre + anilin   
RIII er syntetiseret af anthraquinon-2-carboxylsyre (figur 52) og anilin (figur 40) 
 
 
Figur 52 Anthraquinon-2-carboxylsyre 
 
Figur 53 Forventet molekyle af anthraquinon + 
anilin.  Navn: 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-
9-10 (Ramesdonk et al., 2006). Alternativt navn: 
2-(N-phenyl)- carboxamidoanthraquinone  
(Allen et al., 1995) 
 
Fremgangsmåden for syntesen er beskrevet under afsnittet Fremgangsmåde for syntese 
 i Appendiks. 
Reaktionen med fluorescein gav ikke det ønskede produkt, og det skyldes muligvis sterisk hindring 
i fluoresceinmolekylet. Syntesen mellem anthraquinon-2-carboxylsyre og anilin bliver bl.a. udført, 
fordi carboxylsyren på anthraquinon sidder let tilgængelig på molekylet. Derfor bør det være 
simpelt, at få anilin kovalent bundet til syren på anthraquinon (figur 53). Reaktionsligningen (figur 
54) viser anthraquinon-2-carboxylsyre, der reagerer med thionylchlorid, og derefter reagerer den 
dannede syrechlorid med anilin til slutproduktet 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-9-10 
(Ramesdonk et al., 2006). 
 
Figur 54 Reaktionsligning for anthraquino- 2-carboxylsyre reaktion med thionylchlorid og efterfølgende 
reaktion med anilin til produktet 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-9-10 
Smeltepunktsbestemmelse af RIII 
Smeltepunkt for anthraquinon-2-carboxylsyre er 287-289 °C 
(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search/ProductDetail/ALDRICH/252727) og derfor omkring 
den øverste grænse for smeltepunktsbestemmelse på det tilgængelige apparatur (292 °C). Der gøres 
dog et forsøg på at smp. bestemme RIII. Ved de maksimale 292 °C er krystallerne ikke smeltet. 
Smp. er derfor højere end 292 °C. Litteraturen skriver, at smp. for 2-(N-
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phenyl)carboxamidoanthraquinone er 334 °C (Allen et al., 1995) og derfor væsentligt over 
apparaturspecifikationer. Der fortsættes herefter med TLC bestemmelse.  
TLC måling på RIII  
RIII, anthraquinon og anilin bliver forsøgt separeret ved brug af TLC og forskellige 
eluentsammensætninger testes. Som eluent prøves med dichloromethan, methanol, cyclohexan, 
chloroform, dichloromethane 3:1 cyclohexan, chloroform 3:1 methanol og til slut chloroform 10:1 
methanol. Det viser sig ikke muligt at separere RIII og reaktanter på TLC, og derfor fortsættes med 
LC-MS. TLC plader er placeret i Appendiks (TLC måling på RIII).    
LC-MS måling på RIII  
Ved at måle LC-MS er det muligt at komme nærmere på en konklusion af, om der er forskel på 
anthraquinon og RIII. Der måles på anilin og anthraquinon for at bestemme RT, og derefter måles 
RIII. Massedetektoren er ude af kalibrering, så målte masser er ikke medtaget. 
 
 Anthraquinon Anilin RIII 
RT 14,22 0,62 14,71 
Masse - - - 
Abs max. nm. 262, 333 259, 285 262, 333 
 
Tabel 12 Oversigt over RT og ABS max. for RIII og reaktanter i Appendiks (LC-MS AQ, LC-MS aniline, LC-MS 
RIIIa, LC-MS RIIIb) 
  
 
LC-MS målingerne (tabel 12) viser, at anilin passerer kolonnen med en RT på 0,62 min. Det er 
hurtigt, og der er derfor meget lav affinitet mellem kolonnen og anilin. Anthraquinon har en RT på 
14,22 min. og AQ er derfor væsentligt længere tid om at passere kolonnen end anilin. Den længere 
RT forklares med, at anthraquinon har en god affinitet til kolonnen og den graduerede eluent, der 
starter polært og bliver mere apolær igennem programmet gør, at anthraquinon efterhånden kommer 
igennem kolonnen (Program for LC gradieret i Appendiks). RIII har en RT på 14,71 min. og det er 
kun en smule længere end for anthraquinon. Differencen for de to prøver er 0,49 min (14,71-14,22) 
(tabel 12), men LC anlægget viser generelt god reproducerbarhed på éns prøver, så årsagen er ikke 
apparatteknisk. Derfor er det muligt, forskellen skyldes, at RIII er et andet produkt end 
udgangsstoffet anthraquinon.  
 69
HPLC er en meget anvendelig metode til separering af molekyler, og ved sammenligning af RT, 
kan det afgøres, om et nyt stof er forskelligt fra sit udgangsstof. Der fortsættes med HPLC 
isokratisk, og der eksperimenters med forskellige eluentblandingsforhold. De væsentligste resultater 
for HPLC kørslen af anthraquinon, anilin, RIIIa og RIIIb vises for eluenterne acetonitril 50/50 H2O 
og 25/75. Det samlede arbejde og resultater ses i Appendiks (RII og RIII målt på isokratisk HPLC) 
og spektrerne på cd-rom. 
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HPLC isokratisk målt på RIII 
Figur 55 nedenfor viser væsentlige spektre af anthraquinon-2-carboxylsyre, anilin, RIIIa og RIIIb.  
Acetonitril 50/50 H2O Acetonitril 25/75 H2O pH 3  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
RIIIb ikke målt ved Acetonitril 25/75 H2O pH 3 
 
 
Figur 55 Eluent acetonitril 50/50 H20 og 25/75. UV detektor 285nm. * angiver manuelt udmålt RT 
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HPLC kørsel med eluent Acetonitril 50/50 H2O og 25/75  
Eluent Anthraquinon-2- 
Carboxylsyre 
Anilin RIIIa RIIIb 
50/50 #15 1,917 #5 5,422 #20 2,052 #26 2,150 
25/75 pH3 #29 3,165 #32 12,2 #31 3,455 ikke målt 
25/75 + 10% myresyre pH 1 Ustabil kolonne - - - 
Tabel 13 AQ, anilin og RIII a+b. Målt på HPLC isokratisk 
 
Retentionstiderne for anthraquinon-2-carboxylsyre, anilin og RIIIa viser, at en mere polær eluent 
gør affiniteten til kolonne større og stofferne kommer senere igennem til detektoren (tabel 13). 
Topfaconen på anthraquinon-2-carboxylsyre går fra en enkel top ved 50/50 til en dobbelt top ved 
75/25 (figur 55). Det skyldes, at carboxylsyren i anthraquinon danner tailing med den polære eluent. 
Derfor bliver dele at stoffet ”trukket” igennem kolonne og andre dele bliver hængende på kolonnen 
lidt længere, så der opstår en bred top gående over til to toppe for det samme stof. 
For at mindske tailing sænkes pH, hvorved anthraquinon-2-carboxylsyre med sikkerhed er 
protoniseret. Anthraquinon protoniseres ved at tilsætte myresyre til en koncentration på 10 %, men 
kolonnen bliver ustabil, og de fremkomne toppe viser sig som bløde buer. RT er blevet meget 
længere efter brug af myresyre, men kolonnen er stabil og resultaterne reproducerbare. Der vælges 
at fortsætte med en mere apolær eluent uden myresyre.  
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Figur 56 nedenfor viser væsentlige spektre af anilin, anthraquinon-2-carboxylsyre, RIIIa og RIIIb. 
  
acetonitril 40/60 H2O 
 
 
 
Figur 56 Spektrer af Anilin, Anthraquinon, RIIIa og RIIIb. Eluent acetonitril 40/60 H2O. De figurer mærket ** 
er sat sammen af to scanninger pga den lange RT. UV detektor 285 nm 
 
 
HPLC kørsel med eluent acetonetril 40/60 H2O 
Eluent Anilin Anthraquinon-2- 
carboxylsyre 
RIIIa RIIIb 
40/60 #46 4,077 #45 28,6 #49 29,0 #51 28,6 
 
Tabel 14 AQ, anilin og RIII a+b. Målt på HPLC isokratisk 
 
Retentionstiden for anilin er på 4,1 min (tabel 14). Den tilsvarende RT for anthraquinon- 
2-carboxylsyre er 28,6 min. Det syntetiserede produkt RIIIa og b har ikke en top for anilin, og det 
må derfor antages, at produktet ikke indeholder anilinrester. RT for RIIIa og b viser nogenlunde den 
samme værdi som det rene udgangsstof. Anthraquinon har RT på 28,6 og RIIIa+b viser RT på 28,6-
29,0. Dette tyder på, at alle tre prøver er identiske, og at der derfor ikke er sket en syntetisering af 
anthraquinon-2-carboxylsyre med anilin til 2-(N-phenyl)carboxamidoanthraquinone.  
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IR undersøgelse af RIIIa og RIIIb  
Sammenligning af IR-spekter af anthraquinon-2-carboxylicacid fra SDBS database med egne IR 
spektrer er foretaget for at kunne konkludere, om RIIIa og RIIIb har en amidbinding. (Spektre IR-
spekter Anthraquinon-2-carboxylicacid (SDBS), IR spekter AQ (eget) og IR spekter RIII (eget) 
Appendiks) 
 
Anthraquinon-2-carboxylicacid 
SDBS 
3068 1700 1679 1592 1284 
Anthraquinon-2-carboxylicacid 
egen måling 
3067 1698 1679 1592 1278 
RIIIa 3065 1698 1677 1592 1277 
RIIIb 3069 1698 1676 1591 1279 
Tabel 15 IR-frekvenser af Anthraquinon-2-carboxylicacid fra SDBS database  
og egne målinger sammenlignet med produktet RIIIa og RIIIb 
 
Tabel 15 viser, at der er éns værdier mellem SDBS, egen måling af anthraquinon og RIIIa og b. De 
syntetiserede krystaller i RIII viser ikke den typiske frekvens for carbonyl i en amidbinding (1680-
1630 cm-1), og der er generelt stor overensstemmelse mellem spektrerne af reaktanten og produktet. 
Det er derfor ikke lykkedes at danne den ønskede 2-(N-phenyl)carboxamidoanthraquinon (Allen et 
al.,1995) forbindelse, og det kan konstateres, at RIII er identisk med udgangsstoffet anthraquinone-
2-carboxylicacid.  
NMR spekter af RIII og anthraquinon viser ligeledes, at de to molekyler er identiske (NMR spekter 
AQ (eget) og NMR spekter RIIIa (eget) i Appendiks)  
Delkonklusion RIII 
RIII bliver syntetiseret af anthraquinon-2-carboxylsyre og anilin ved brug af thionylchlorid. 
Produktet måles på HPLC isokratisk og der eksperimenteres med forskellige 
eluentsammensætninger. Fremover vil en eluent på acetonitril 50/50 H2O blive anvendt. HPLC 
resultaterne viser, at de to stoffer har den samme RT og derfor ikke er forskellige. At de to stoffer er 
éns bekræftes også af IR målinger, der viser de samme frekvenser og yderligere af NMR målinger, 
der giver identiske spektrer.  
Resultaterne viser, at syntesen ikke fungerer, og at der skal findes en ny syntesevej. Den nye 
syntesevej bruger oxalylchlorid i stedet for thionylchlorid og der anvendes katalysator. RIV er 
syntetiseret efter denne forskrift. 
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Karakterisering af RIV. Anthraquinon-2-carboxylsyre + anilin 
RIV er syntetiseret af anthraquinon-2-carboxylsyre (figur 52) og anilin (figur 40) (som RIII). Denne 
gang har syntesefremgangsmåden været gennemført som beskrevet i artikel af Ramesdonk et. al 
(2006). Fremgangsmåden er beskrevet i afsnit Syntese under Fremgangsmåde og metoden 
anvender oxalylchlorid i dobbelt molforhold i stedet for thionylchlorid/pyridin, og der tilsættes 
dimethylformamid (DMF) som katalysator. Reaktionsligningen (figur 57) viser anthraquinon-2-
carboxylsyre, der reagerer med oxalylchlorid, og derefter reagerer den dannede syrechlorid med 
anilin til slutproduktet 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-9-10. 
  
 
 
Figur 57 Reaktionsligning for anthraquinon-2-carboxylsyre reaktion med oxalylchlorid og efterfølgende 
reaktion med anilin 
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HPLC isokratisk måling af RIV 
Figur 58 nedenfor væsentlige spektre af anilin, anthraquinon-2-carboxylsyre og RIV. 
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Figur 58 Spektrer af anilin, anthraquinon, RIV og anthraquinon + RIV.   
Eluent acetonitril 50/50 H2O. UV detektor 285 nm 
 
 
HPLC kørsel med eluent acetonitril 50/50 H2O  
Eluent  Anilin Anthraquinon-2- Carboxylsyre RIV 
Anthraquinon-2- 
Carboxylsyre 
+ RIV 
50/50 #91 5,330 #106 3,240 #98 3,30* 19,072 
#109 3,30* 
18,661 
 
Tabel 16 RT markeret med * er manuelt udmålt. 
Samlet skema over målinger er placeret i Appendiks (Tabel HPLC isokratisk RIV) 
 
Ved HPLC isokratisk analyse af RIV vælges en 50/50 eluentsammensætning, der ved tilsvarende 
målinger på RIII gav pæne toppe med passende RT. Opløsninger af anilin giver RT på 5,330 (figur 
58 og tabel 16) og for anthraquinon-2-carboxylsyre findes RT på 3,240. Derved kendes RT for 
reaktanterne i syntesen, og disse kan sammenlignes med fundne RT for produktet. Målingerne er 
gentaget tre gange for at sikre, at resultaterne kan reproduceres. (Tabel HPLC isokratisk RIV 
 i Appendiks). 
 
Spekteret for RIV (#98) viser to toppe (figur 58). Den første har RT på 3,30* og den næste RT 
19,072. Den første RT passer godt med RT for anthraquinon (3,240), og der findes ikke en top for 
anilin. At anilin ikke genfindes viser, at RIV er uden anilinrester, men at produktet derimod ikke er 
rent for anthraquinon. Den lange RT på 19 minutter viser, at der er dannet et molekyle, som er 
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væsentlig mere apolært sammenlignet med anilin og anthraquinon.  RIV produktet, 9,10-dioxo-N-
phenylanthracene-2-carboxamide har netop ikke de polære grupper carboxylsyre og primær amin, 
som findes hos anthraquinon-2-carboxylsyre og anilin. Derfor skal RT for RIV blive længere, da 
affiniteten for kolonnen stiger. Spekter for RIV viser, at der er en størrelsesforskel på de to toppe, 
og at den største top kommer fra produktet (RT=19,072). Udmåling af de to toppe giver en forskel i 
tophøjde på ca. 3:1. Det kan derfor antages, at RIV er 75 % ren med en rest af AQ på de resterende 
25 %.  For endeligt at vise, at første top er identisk med anthraquinon, bliver der tilsat yderligere 
anthraquinon som intern standard i opløsningen af RIV. Spekteret (#109) viser, at arealet for første 
top bliver større, og den sidste top bliver mindre (sammenlignet med #98). Det passer med, at 
anthraquinonkoncentrationen stiger, og RIV indholdet bliver fortyndet, hvorfor der ses mindre i 
prøven og en deraf mindre top (areal).  
HPLC målingerne indikerer, at der er dannet et nyt molekyle, men ikke om det er det rigtige. Ved at 
se på spektrer for 1H NMR vil det være muligt at se, om der er dannet en sekundær amid. Litteratur 
(Ramesdonk et al., 2006) beskriver NMR data for 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-9-10, og her er 
kemiske skift opgivet til 8,06 ppm for N-H bindingen.  
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NMR måling af RIV 
I det følgende vil NMR spektrer af anthraquinon-2-carboxylsyre fra SDBS (figur 59 og 60) og egne 
spektrer af AQ (ikke vist) og RIV (figur 61) blive sammenlignet (tabel 17). 
 
 
 
Figur 59 Spekter af anthraquinon-2-
carboxylsyre (SDBS) med angivelse af 
kemiske skift 
 
Figur 60 Spekter af anilin (SDBS)  med angivelse 
af kemiske skift 
              
 
Figur 61 Spekter af RIV med angivelse af toppe A-E fra AQ og ortho-, meta- og parapositionen fra protoner i 
anilin placeret under de respektive toppe. Spekter findes i Appendiks og på cd-rom 
 
NMR spekter af RIV (figur 61) med angivelse af protonerne A-E og og protoner i ortho, meta og 
para position der kommer fra den påkoblet anilin. 
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SDBS spekter af 
anthraquinon-2-
carboxylsyre 
Eget spekter af 
anthraquinon-2-
carboxylsyre 
Spekter af RIV SDBS spekter af anilin 
δ, antal toppe  δ, antal toppe δ, antal toppe δ, antal toppe 
 1,917 singlet 2,095 singlet*  
kraftig top 
 
 2,5     multiplet   
 2,565 singlet   
 2,738 singlet   
 2,898 singlet   
   D) 3,55 (-NH2) 
   C) 6,64 dublet ortho  
   B) 6,73 triplet para 
   A) 7,12 triplet meta 
symmetri 
  7,17 triplet  para  (B)  
  7,39 triplet  meta (A)  
  7,87 dublet ortho (C)  
    
    
E)   7,93   2H, dublet 7,95  ligner quartet el. 
multiplet pga. symmetri 
7,95 ligner quartet el. 
multiplet pga. symmetri 
 
    
D)  8,18   2H, dublet 8,21  ligner multiplet 
pga. symmetri 
8,21  ligner multiplet 
pga. symmetri 
 
    
C)  8,239 1H, dublet  
 
8,26  dublet 
8,29   
8,26  dublet 
8,29  
    
B)  8,343 1H, dublet  
 
8,36  dublet 
8,39  
8,36  dublet 
8,39  
    
A)  8,603 1H, singlet 8, 64 singlet 8, 64 singlet  
    
 ingen top (10,72) 
10,826**  COH 
 
    
 13,73 bred bule på 
grundlinie [OH] COOH 
13,89 bred bule på 
grundlinie [OH] 
COOH 
 
 
Tabel 17 A-D refererer til figurerne 60 og 61 af anthraquinon-2-carboxylsyre og anilin fra SDBS database. 
*Pavia et al. (2001) skriver at proton på α-carbon ved siden af nitrogen på en amid, er en smule deshielded af 
elektronegativiteten fra den tilhørende nitrogen (2,2-2,9 ppm) 
**10,83 findes ikke i anthraquinon-2-carboxylsyre. Kemisk skift svarer til aldehyd (9,0-10,0 Pavia et al., 2001). 
Carboxylsyren har været omdannet til syrechlorid, men er blevet protoniseret i stedet for reaktion med 
amingruppen. Relevante spektrer er placeret i Appendiks (NMR spekter AQ (SDBS), NMR spekter AQ (eget), 
NMR spekter RIV (eget) og IR spekter anilin (SDBS))  
 
 
 80
Data samlet i tabel 17 viser i første kolonne de kemiske skift for anthraquinon-2-carboxylsyre 
fundet i SDBS databasen. Disse data er sammenholdt med data fra egne spektrer af anthraquinon-2-
carboxylsyre, RIV og anilin i de næste kolonner. Der er god overensstemmelse mellem de to første 
kolonner, der viser kemiske skift for fundet anthraquinon-2-carboxylsyre (SDBS) og fra egen 
måling. Bogstaverne A-D viser (figur 59 og 60), hvilke protoner i molekylet, de kemiske skift 
tilhører. Tilsvarende viser den sidste kolonne data fundet i SDBS af anilin. NMR data for anilin skal 
være mulige at genfinde i RIVs NMR data, da den aromatiske ringstruktur i anilin vil være uændret 
i RIV produktet. NMR data i tredje kolonne viser RIVs kemiske skift, og spekteret viser nye toppe, 
der svarer til data for anilin med en smule højere skift. HPLC målinger viste ikke rester af anilin i 
RIV og derfor kan det antages, at disse nye toppe i RIV stammer fra syntetiseringen af de to 
reaktanter til det ønskede produkt med en amidbinding. Dette bekræftes ved, at kemiske skift fra 
anilin (SDBS) viser, at protoner i orthoposition har det laveste kemiske skift (6,64 ppm), 
sammenlignet med para- og metapositionen. Det syntetiserede produkt RIV viser orthopositionen 
som det højeste kemiske skift (7,87). Resonansstruktur gør N positiv, og det kan protonen mærke, 
hvilket medfører, at det kemiske skift stiger. Litteraturværdier for 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon 
(Ramesdonk et al.,.2006 Supporting information) viser, at protonen i amiden skal findes ved et 
kemisk skift på 8,06. Det er ikke muligt at lokalisere denne top i egen måling (NMR spekter 
manglende kemisk skift på 8,06 i Appendiks). Pavia et al., (2001) skriver, at der sker en deshielding 
af protonet på carbon ved siden af amidegruppen [R(CO)-N-CH], og det giver en top med kemisk 
skift på 2,2-2,9 ppm. NMR data for RIV viser netop en tydelig singlet ved 2,095 ppm, og det er 
muligt, at den top stammer fra den deshielded proton på nabocarbon. Spekter for anthraquinon viser 
en tilsvarende top ved 1,917 ppm, der udover at udvise det lavere skift, heller ikke er nær så 
intensiv som tilfældet er for RIV.  
NMR data viser, at aromaten fra anilin kan genfindes i RIV molekylet, og der må derfor være 
dannet en amidbinding. Derfor er syntesen lykkes ved at bruge oxalylchlorid og DMF som 
katalysator. 
IR-spektrometrisk måling på RIV  
Som yderligere tjek af RIV for den dannede amidbinding foretages der en IR analyse af produktet. 
Der tages udgangspunkt i spektrerne for anthraquinon fra SDBS og egen måling, som også blev 
anvendt i RIII (tabel 15). I tabel 15 var der god overensstemmelse mellem referencespektrerne og 
RIII (produktet), men dette er ikke tilfældet for RIV (tabel 18).   
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Tabel 18 IR-frekvenser af Anthraquinon-2-carboxylicacid fra SDBS database og egne målinger sammenlignet 
med produktet RIV. Fremhævede frekvenser er sammenfald mellem RIV og anilin, som ikke findes i spekter af 
anthraquinon.  1526 cm-1 findes ikke i AQ og anilin. Spektrer i Appendiks (IR spekter AQ (SDBS), IR spekter AQ 
(eget), IR spekter RIV (eget) og IR spekter anilin (SDBS) 
) 
 
Tabel 18 viser, at RIV har flere store toppe end udgangsstoffet anthraquinon-2-carboxylsyre. 
Målingerne med HPLC viser ikke, at der er anilinrester i RIV, men kun at der er rester af 
anthraquinon-2- carboxylsyre. Derfor kan det udelukkes, at spekteret viser toppe, der skyldes 
primære aminer pga. anilinrester i RIV. Litteraturen (Pavia et al., 2001) beskriver, at en primær 
amin (-NH2) har to bånd omkring 3350 og 3300 cm-1, der skyldes stretch af primær amin og at en 
sekundær amin kun har ét bånd omkring 3300 cm-1. RIV har to toppe ved 3342/3314 (-NH2) og det 
svarer godt til de nævnte frekvenser for en primær amin. Den sekundære amin skal dog også findes 
i det samme område som en enkelt top, og det er derfor ikke muligt at gøre rede for, om spekteret 
viser toppe for den ene eller den anden type amin, men da toppene kun findes i RIV, er det 
sandsynligt, at de skyldes det syntetiserede anilin til anthraquinon. Dette bekræftes af toppen med 
frekvensen 1526 cm-1, som er en stor tydelig top, der heller ikke ses for anthraquinon og anilin. 
Pavia et al. (2001) skriver, at bend i sekundære aminer (N-H) absorberer omkring 1500 cm-1, og en 
tydelig top i dette område findes ikke i spekteret for reaktanterne. Dette tyder yderligere på, at der 
er syntetiseret amidbindinger. Carbonylen (C=O) i amid skal give et stærkt bredt bånd ved 1680-
1630 cm-1, og her er billedet ikke entydigt, da både anthraquinon og RIV viser bånd i området, og 
RIV har yderligere fået et dobbelt bånd 1766/1746, som ikke ses for anthraquinon og anilin.  
Anthraquinon-2- 
carboxylsyre 
SDBS 
Anthraquinon-2- 
carboxylisyre egen 
måling 
RIV Anilin 
SDBS 
- - 3342/3314 
(NH2) 
3429/3354 
3068 3067 3100/3044 3072/3037 
 - 1766/1746 - 
1700/1679 1698/1679 1686/1670 - 
   1621/1601 
1592 1592 lille 1595 stor - 
 - 1526 stor (N-H) - 
  1494 lille 1498 stor 
 1433 lille 1439 stor - 
1284 1278 stor 1290 smal 1277 bred 
    
  1198 (C-N) smal 1176 smal 
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I modsætning til RIII viser spektrerne, at der er forskel på udgangsstoffet anthraquinon og produktet 
RIV, og de fundne IR frekvenser viser, at der meget muligt er dannet amidbindinger i RIV. Den 
dannede amidbindings indflydelse på pKa ønskes undersøgt, og derfor foretages en titrering af RIV. 
Titrering af RIV se Titrering af RIV (pKa) under Karakterisering af RV (næste afsnit). 
Delkonklusion RIV 
HPLC målinger af RIV viser to toppe med forskellige RT (3,24 og 19,072). Ved tilsætning af 
yderligere anthraquinon-2-carboxylsyre til prøven bliver første top større og næste top mindre. Den 
første RT kommer af rester af AQ og den væsentligt længere RT kommer af et molekyle, der er 
dannet ved syntesen af RIV. Den lange RT på 19 minutter er ikke set tidligere, og det må formodes, 
at produktet 2-(N-phenyl)amido-anthraquinon-9-10 er et mere apolært molekyle, hvorfor RT skal 
stige. HPLC målingerne viser ikke top efter frit anilin. RIV 1H NMR viser som forventet god 
overensstemmelse mellem anthraquinon og RIV. RIV skal vise mange af de samme toppe som 
udgangsstoffet, da molekylet ikke bliver ændret. 1H NMR af anilin kendes fra SDBS databasen og 
her ses bl.a. de kemiske skift for ortho-, meta- og parapositionen i aromaten. Disse tre toppe 
genfindes i spekteret for RIV, og da HPLC ikke viser anilinrester i RIV, må det betyde at anilin er 
blevet syntetiseret sammen med anthraquinon-2-carboxylsyre. Spektret viser yderligere, at 
dubletten i orthoposition skifter fra laveste kemiske skift i anilin til det højeste skift af ortho-, meta- 
og parapositionerede protoner. Det høje skift skyldes resonans fra N i amidbindingen. fra det laveste 
kemiske skift til det højeste fra Kemisk skift for -NH2 genfindes ikke og det bekræfter HPLC 
spektret, i og med der ikke er forurening af anilin i prøven. Artikelstudier (Ramesdonk et al., 2006. 
Supporting information) viser, at N-H skal findes ved kemisk skift på 8,06 ppm, og det er ikke 
muligt i spekteret af RIV, men en deshielding af protonet på carbon ved siden af amid skal giver en 
tydelig singlet omkring 2,2-2,9 (Pavia et al., 2001). RIV viser en tydelig singlet ved 2,095, som ikke 
findes med tilsvarende RT, og intensitet ved anthraquinon og denne top kan skyldes omtalte 
deshielding. IR analyse af RIV bekræfter, at der er forskel på reaktanter og produkt. Data (tabel 18) 
fra IR spektret viser en ny stærk top ved en frekvens på 1526 cm-1; en frekvens der kan skyldes en 
sekundær amid (amid II). Frekvensen for carbonylgruppen er faldet en smule fra 1698/1679 cm-1 til 
1686/1670 cm-1, og dette fald kan skyldes amidbindingen (amid I). Med lidt god vilje kommer 
toppens frekvens ned på litteraturværdier, der foreskriver toppens frekvens til 1680-1630 cm-1 
(Pavia et al., 2001). Tre forskellige målemetoder peger alle i retning af, at der er dannet 2-(N-
phenyl)amido-anthraquinon-9-10 ved syntesen, og derfor er syntesevejen fundet. Samme 
fremgangsmåde vil blive brugt til den næste syntese, der kaldes RV.  
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Karakterisering af RV. Fluorescein + aminopropylsilan  
Syntetisering af anthraquinon og anilin i RIV med brug af oxalylchlorid giver lovende resultater og 
en god syntesevej er muligvis fundet. Derfor fortsættes med samme fremgangsmåde for næste 
produkt, der kaldes RV. RV er syntetiseret af fluorescein (figur 39) og aminopropylsilan (figur 62) 
til den immobile fluorescerende silicagel, der er den første kandidat som mulig pH indikator i en 
HPLC kolonne.   
 
Figur 62Aminopropylsilan 
 
Tidligere synteser har givet produkter, der blev oprenset ved rekrystallisering og derefter opløst og 
målt med TLC, HPLC, NMR, LC-MS, og IR. Ved reaktion med aminopropylsilan er dette ikke 
længere muligt, da fluoresceinen sidder fordelt på alle overflader af porerne i silanpartiklerne og 
silan er ikke opløselig i solventer. Derfor er selve oprensningen også meget enklere, da partiklerne 
kan skylles rene for overskuds- og ikke-bundet fluorescein og det færdige produkt tørres. 
 
 
 
Figur 63 Reaktionsligning for fluorescein reaktion med oxalyl chlorid og efterfølgende reaktion med 
aminopropyl silan 
Reaktionsligning (figur 63) viser reaktionen for fluorescein, der reagerer med oxalylchlorid og 
derefter reagerer den dannede syrechloriden med aminopropylsilan. Derved bindes de to reaktanter 
sammen via en amidbinding, og fluoresceins fluorescerende egenskaber bliver bundet til silanen. 
Det nye produkt har en klar gul farve og den samme sandede, kugleformede struktur som 
udgangsreaktanten silanen.  
 
 84
 
Figur 64 Fluorescerene silan exciteret ved  
366 nm UV-lys 
 
Figur 65 Silan reageret uden og 
med oxalylchlorid.  Ex. 366 nm 
 
Fluorescein er et yderst farvende molekyle (figur 64), og det er derfor afgørende, at det er syntesen, 
der har farvet silanen og ikke selve blandingen mellem fluorescein og silan. Derfor gennemføres en 
syntese efter samme foreskrift, som brugt til RV, men uden oxalylchlorid, kaldet RVI. Derved 
dannes ikke syrechlorid, der vil reagere med aminopropylsilan. Der ses en kraftig rødbrun farvning 
af silanen og efter gentagende skyl, bliver skyllevandet ved med at tage farve. En opslemning af RV 
og RVI i vand (pH 6) viser også straks, at RV forbliver gulfarvet og sedimenterer uden at farve 
opløsningsmidlet modsat RVI, der farver vandet (ikke vist). Figur 64 viser RV exciteret ved 366 nm 
og det kraftige fluorescerende lys, der emitteres. RV sammenlignes med RVI under samme forhold 
(figur 65) og her er RVI den matte brunrøde prøve til venstre, der intet lys emitterer og som 
overstråles af RV til højre. Den nye syntesevej brugt til RIV har vist, at den også kan anvendes til 
fluorescein og silan, og et fluoreserende immobilt produkt er dannet. 
 
RV bliver forstørret i fluorescens mikroskop og partiklerne exciteres ved forskellige bølgelængder i 
det visuelle område.  
 
 85
 
Figur 66 Fluorescerende silicagel taget med 
fluorescensmikroskop 25x forstørrelse.  
Ex 500 nm, Em 535 nm 
 
Figur 67 Fluorescerende silicagel taget med 
fluorescensmikroskop 200x forstørrelse.  
Ex 470 nm, Em 525 nm 
 
Ved små forstørrelser (25 og 50x) er en excitation ved 500 nm og en måling af emission ved 535 
nm passende. Disse værdier ligger i nærheden af de forskrevne excitations- og 
emissionsbølgelængder på 490 nm og 514 nm (www.sigmaaldrich.com), men ved større 
forstørrelser (100 og 200x) er lysintensiteten så kraftig, at der med fordel kan vælges en excitation 
ved 470 nm og emission på 525 nm. Billederne (figur 66 og 67) viser forstørrelser på henholdsvis 
25 og 200x, og det ses tydeligt, hvordan silan partiklerne fluorescerer.  
 
Stabiliteten af RV i forskellige solventer 
 
 
 
Figur 68 RV opslemmet og bundfældet 
i milliQvand, EtOH, MeOH, buffer 
pH3, buffer pH7. VIS lys 
 
Figur 69 RV opslemmet og 
bundfældet i milliQvand, EtOH, 
MeOH, buffer pH3, buffer pH7. 
UV lys 
 
 
 
Tabel 19 Visuel vurdering af graden af afgivet farve til forskellige solventer 
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Forsøg med RV viser, at der sker et tab af farve til omgivelserne, der er mere tydeligt i visse 
solventer (figur 68 og 69, tabel 19). Intensiteten vil være pH-afhængig, og det er der ikke taget 
højde for på billederne (figur 68 og 69). RV tilsat milliQvand eller methanol afgiver ikke 
fluorescens eller i kun lille grad farve til solventet. Derimod sker der en farvning af methanol og de 
forskellige bufferopløsninger. Forklaringen i bufferopløsningerne kan være, at buffer favoriserer en 
form af fluoresceinmolekylet. Lav pH buffer fremmer den protoniseret form A- → AH og 
ligevægten skubbes hele tiden mod højre. Høj pH buffer fremmer deprotoniseringen A- ← AH og 
ligevægt skubber hele tiden mod venstre. Da dette sker i en buffer, vil ligevægten blive trukket 
længere end i ikke-buffervæsker (vand, sprit), og dette trækker ioner på væskefasen.  
Titrering af RIV (pKa)  
Tabel 20 viser egne målinger af pKa værdier for anthraquinon-2-carboxylsyre og RIV. 
 
Navn Fundet 
pKa 
Tabel
pKa 
Kilde 
AQ-COOH ---------   
AQ-COOH 5,73   
RIV 7,40   
RIV 6,99   
RIV oprens. < 7,55   
 
Tabel 20 Fundne pKa værdier for anthraquinon-2-carboxylsyre og RIV.  
Detaljeret skema og titreringskurver i Appendiks (Titrering af RIV (pKa) ) 
 
Titrering af ikke-bundet anthraquinon-2-carboxylsyre giver en pKa værdi på 5,73 (Tabelværdi ikke 
tilgængelig i litteratur og databaser) (tabel 20). Titrering af RIV giver pKa værdier på 7,40 og 6,99 
(gennemsnit 7,2). Tidligere målinger af RIV på HPLC (figur 58) viser, at produktet ikke er helt rent, 
men at der genfindes en væsentlig rest af anthraquinon-2-COOH. RIV bliver oprenset på præparativ 
TLC (Se afsnittet Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde) og titreret med autotitrator 
(Tabe 20). Oprenset RIV giver en pKA værdier, der er lavere end 7,55, en værdi der ikke er langt 
fra ikke-oprenset AQ på pH 7,2 (i gennemsnit). Titrering af RIV viser, at pKa værdien ligger ca. 1,5 
pH enheder højere for bundet AQ end for ikke-bundet AQ.  
Titrering af RV (pKa) 
Tabel 21 viser egne målinger af pKa værdier for fluorescein og RV 
 
Navn Fundet 
pKa 
Tabel 
pKa 
Kilde 
Fluorescein 5,19 6,7 & 4,6 & 2,4 Wolfbeis, 1993
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Fluorescein 5,26 - - 
RV 6,22   
RV 6,39   
 
Tabel 21 Fundne pKa værdier for fluorescein og RV.  
Detaljeret skema og titreringskurver i Appendiks (Titrering af RV (pKa)) 
 
Titrering af fluorescein giver værdier, der afviger fra tabelværdier fundet i litteraturen (tabel 21). De 
fundne værdier 5,19 og 5,26 (gennemsnit 5,23) ligger mellem 6,7 og 4,6, der er pKa tabelværdien 
for fluorescein. Dette tyder på, at 5,23 er en pKa værdi, der er en blanding mellem de to 
tabelværdier. Titrerkurven af fluorescein er ikke entydig og har en ualmindelig kurvefacon (se to 
titreringskurver, Titrering af RV (pKa ), fluorescein i Appendiks) og det kan muligvis hænge 
sammen med, at kurven skjuler to pKa værdier. Titrering af RV resulterer i en fundet pKa værdier 
på 6,22 og 6,39 (gennemsnit 6,31), og denne pKa værdi er godt én pH enhed højere, end for ikke-
bundet fluorescein. Tilsvarende titrering af RIV giver en pH forskel mellem bundet og ikke-bundet 
anthraquinon på ca. 1,5 pH enhed.    
Delkonklusion RVa 
RV er blevet et fluorescerende silanprodukt, og ved opløsning i vand afgives der ingen eller kun lidt 
farve, hvorimod der ses større farvetab til solventer som f.eks. bufferopløsninger. Grundet det ringe 
farvetab til vand, må det antages, at fluorescein er blevet bundet til aminopropylsilan overfladen. 
Tilsvarende syntese (- oxalylchlorid) uden dannelse af det vigtige mellemprodukt syrechlorid giver 
et mat produkt, der ikke fluorescerer, og som ved opslemning afgiver farve til solventet.  
RV exciteres ved samme bølgelængdeområde som forskrevet for fluorescein 
(www.sigmaaldrich.com), og RV kan derfor exciteres med bølgelængder, der ligger i det visuelle 
område. Dette er vigtigt, da produktet skal exciteres i et confocallasermikroskop, som arbejder i 
VIS området, og produktet skal derfor opfylde dette krav. Titrering af anthrauoinon og fluorescein 
giver pKa værdier som sammenlignes med tilsvarende titrering af produkterne RIV og RV. 
Sammenligning af de fundne værdier indikerer, at amidbindingen i RIV og RV medfører en 
stigning i pKa værdien på 1 -1,5 pH enhed. 
Resultaterne nævnt i Delkonklusion RVa viser, at RV opfylder krav til at være immobil og 
fluorescerende. Den videre karakterisering udføres hos FEF på deres CLSM apparatur. Der arbejdes 
videre med et skyllet produkt (se afsnittet Syntese under Fremgangsmåde) for at undgå interferens 
i målingerne fra ikke-bundet fluorescein.  
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pH test af RV på CLSM 
Figur 70 og 71 nedenfor viser måling af RV skyllet på CLSM ved pH 8-3 i brønde med RV 
tildryppet bufferopløsninger. 
 
 
Figur 70 CLSM billeder af RV  ved pH 8, 7 og 6  
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Figur 71 CLSM billeder af RV ved pH 5, 4 og 3 
 
Billederne taget med CLSM af RV skyllet ved faldende pH viser tydeligt, at emittet lysintensitet er 
kraftigst fra gel, der ligger i buffer pH 8. Det efterfølgende billede viser gel, hvor pH er sænket til 7 
og intensiteten af emittet lys er visuelt blevet mindre. Dette fald i intensitet gør sig gældende for 
hvert pH fald til den sidste målte pH buffer på 3. Resultatet viser, at produkt RV har bibeholdt 
fluoresceins pH egenskaber, og at det er muligt at følge et pH skift ved anvendelse af RV som 
immobil pH indikator.  
Sammenligning af intensiteten ved pH 3 ved de to excitationsbølgelængder 488 nm (grøn) og 405 
nm (blå) indikerer en kraftigere fluorescens ved ex. 405 nm, og dette svarer til litteraturen 
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(Wolfbeis et al., 1993 og Lakowicz, 2006), der foreskriver at fluorescein i det lave pH område kan 
exciteres ved lavere bølgelængder. Det er dog stadigt muligt at se intensitetsforskel ved excitation 
488 nm, og for simpliciteten i det daglige arbejde, vil det være muligt at vælge denne bølgelængde 
for hele pH området.  
Billederne i figur 70 og 71 viser, at der i den samme buffer findes mørkere eller lysere gelpartikler, 
og det skyldes partiklernes små individuelle forskelle i porøsitet og muligvis også forskel i mængde 
af bundet fluorescein.  
Forsøget med at måle intensitet fra RV i forskellige pH opløsninger er gentaget ved emissionmåling 
på spektrofluorometer på knust RVskyllet, opslemmet i pH buffer og intensiteten er herefter målt. 
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Figur 72 RVs emissionsintensitet målt ved stigende pH i bufferopløsninger. Ex 493 nm, Em 512 nm 
  
Resultatet af intensitetsmåling ved ”knust gelmetode” (se afsnittet Eksperimentelle metoder under 
Fremgangsmåde) viser, at der ved stigende pH måles en stigende intensitet (figur 72). Billederne 
fra CLSM (figur 70-71) viser den samme tendens, og de to analysemetoder bekræfter hinanden i, at 
intensiteten fra RV er pH afhængig. 
 
Reversibel test RV 
RV har bevaret fluoresceins evne til at reagere på pH skift. Det er vigtigt, at dette skift er 
reversibelt, således at både et fald og derefter en stigning kan detekteres på den samme gel (Se 
Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde).  
 91
 
Figur 73 Stillbilleder af RV i reversibeltest startende ved pH 8 faldende til pH 6, 4, 2 og derefter stigende pH 4, 6, 
8. Testen viser, at RV har faldende intensitet ved faldende pH og RV viser derefter stigende intensitet ved 
stigende pH. Testen er foretaget kontinuerligt på den samme pakkede kolonne.  
Images fra CLSM, FEF Chemicals A/S 
 
 Figur 73 ovenfor med udvalgte stillbilleder fra film optaget på CLSM hos FEF viser, at RV starter 
med høj intensitet (pH 8), falder mod lavt pH (pH 6, 4, 2), hvorefter den stiger igen (pH 4, 6, 8). 
Film på medfølgende cd-rom viser de omtalte pH skift. CLSM målingerne viser, at RV er 
reversibel, da der ses faldende intensitet ved faldende pH og derefter ses stigende intensitet på ny 
ved stigende pH.  
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FRAP test RV 
Fluorescence recovry after photobleaching er en metode, der kan bruges til at dokumentere, om et 
fluorescerende stof er kemisk bundet eller adsorberet til en overflade. Arbejdet med RV har vist, at 
produktet kan afgiver fluorescens til solventer, og årsagen kan være, at syntesen ikke har bundet 
fluorescein til gelen. Med CLSM kan bindingen af fluorescens testes ved at udføre en FRAP test 
(Se Eksperimentelle metoder under Fremgangsmåde). Intensiteten på den FRAPede gel måles 
kontinuerligt før, under og efter, og intensitetsfaldet over tid præsenteres i en kurve. Metoden er 
ofte anvendt til undersøgelse af proteiners mobilitet i cellemembraner, men er også velegnet til 
undersøgelse af andre overflader (Lakowicz, 2006).  
 
 
Figur 74 FRAP af RV i vand 
 
Kurven for FRAP af RV i vand, der ses i figur 74 viser en startintensitet på 2.300, hvorefter gelen 
bleaches med laser i to minutter og intensiteten fra molekylet falder til 700. Herefter følges 
intensiteten i ca. 43 minutter og intensiteten ses som en vandret linje næsten uden fald i intensiteten. 
Hvis fluorescein ikke var bundet, ville diffusion af farve gøre, at intensiteten ville stige på ny. 
Testen viser derfor, at fluorescein er bundet til gelen. Dette forsøg er udført med 
dobbeltbestemmelse både i vand og buffer pH 8, og resultater for alle fire målinger viser en vandret 
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linje. Faldet på kurven til slut skyldes, at flowet ophører og trykfaldet gør, at gelen rykker sig i 
kolonnen. Faldet i intensitet er også målt uden FRAP som almindelig fading i samme tidsrum som 
FRAP prøverne. Det samlede fald i intensitet er beregnet for både FRAP- og fading prøverne og 
vist i søjlediagram som procent (Kurver FRAP af RV i vand og FRAP af RV ved pH 8 i Appendiks).       
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Figur 75 Sammenligning af fald i intensitet ved FRAP i vand og buffer pH 8 (dobbeltbestemt).  
Yderliger vises fald uden FRAP (ikke bleached) 
 
Søjlediagrammet ovenfor i figur 75 viser dobbeltbestemmelse af intensitetsfald i vand og ligeledes 
dobbeltbestemmelse i pH 8 buffer. Fading af produktet er målt for at sammenligne det naturlige fald 
i intensitet med den påførte bleaching. Der er god overensstemmelse mellem målinger af 
intensitetsfald ved bleaching i vand (72%) og buffer pH 8 (75-76%), da intensitetsfaldet ligger i den 
samme størrelsesorden. Resultaterne viser, at de to forskellig solventer ikke giver en forskel i 
intensitetsfaldet, hvilket betyder, at RV FRAP’es ens i forskellige medier. Fading af RV i de to 
solventer vand og buffer pH 8 (figur 75, ikke bleached) viser et samlet intensitetsfald, der er 
væsentligt mindre end ved FRAP målingerne. Fadingen i vand (43%) og i buffer (39%) er, som 
FRAP også viste, i samme størrelsesorden. Det betyder, at der heller ikke ved naturlig fading af RV 
kan påvises en forskel på de to forskellige medier.  
 
Delkonklusion RVb 
Resultater tilvejebragt ved brug af CLSM teknologien, viser at RV er pH sensitiv og at pH skiftet 
yderligere er reversibelt. RV pH egenskaber målt med CLSM bliver bekræftet ved egne målinger 
med spektrofluorometer på RV-geler, der er knust, og her ses tydeligt en stigning i intensitet ved 
stigende pH. FRAP test på RV dokumenterer, at fluorescein er kemisk bundet til silicagelen, og at 
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farvetab til visse solventer ikke skyldes manglende binding mellem silan og fluorescein. FRAP 
testen viser yderligere, at henholdsvis photobleaching og fading af RV er ens i vand og buffer pH 8, 
og at graden af fading eller tab af fluorescein til solventer ikke synes relateret til forskellige 
solventer. Denne udledning er baseret på solventerne vand og buffer. 
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Konklusion 
Det er lykkedes at fremstille en immobil og fluorescerende pH indikator. Syrechlorider syntetiseret 
ved brug af oxalylchlorid og DMF tilsat som katalysator gav produkter, som havde den ønskede 
amidbinding. Tilsvarende synteser med thionylchlorid viste ikke de ønskede slutprodukter i et 
væsentligt overskud. Ved at bruge oxalylchlorid og DMF i reaktionen opnåedes en protokol for 
syntesen af en amidbinding mellem en carboxylsyre og en amin. Proceduren for syntesen blev 
gentaget med en stationærfase og et fluorescerende og pH følsomt farvestof. Billeder 
dokumenterede, at gelerne var blevet farvet, og FRAP test viste, at farvestoffet på gelen var kemisk 
bundet til stationærfase. Fundne egenskaber fra frit farvestof genfandtes i den immobile indikator, 
og produktet kan derfor konkluderes at være pH sensitivt og processen reversibel.  
Test af produkt skete på CLSM hos FEF Chemicals. Produktet er derfor testet under præcist samme 
forhold, som det ville skulle anvendes under ved praktisk laboratoriearbejde. Herved understreges 
produktets anvendelighed under de reelt tiltænkte laboratorieforhold. 
 
Diskussion 
Oplægget til dette specialearbejde fra FEF Chemicals var, at der skulle fremstilles immobiliserede 
og fluorescerende pH indikatorer, og arbejdet blev påbegyndt ud fra en betragtning om, at de valgte 
kemikalier skulle være billige i anskaffelse, da der måtte påregnes et vist forbrug til syntesearbejdet 
og test af udgangsstoffer. Litteraturstudier viste, at fluorescein ville være en god kandidat, da den er 
kraftigt fluorescerende, pH sensitiv, har en carboxylsyregruppe og yderligere kunne anskaffes 
billigt. Det viste sig svært at finde andre pH indikatorer, der var væsentligt forskellige fra 
fluorescein, i og med andre typer nævnt i litteraturen er derivater af fluoresceinmolekylet. 
Fluoresceinmolekylet giver problemer med sterisk hindring, da binding til et andet molekyle skal 
ske med carboxylsyregruppen, som ligger gemt mellem de aromatiske ringe i den stive ringstruktur. 
Derfor blev det valgt, at bruge to molekyler parallelt i syntesearbejdet, og valget for det andet 
molekyle faldt på anthraquinon-2-carboxylsyre (AQ). AQ har også en stiv ringstruktur, men 
molekylet er mindre end fluoresceinmolekylet, og carboxylsyren vil ikke være svært tilgængelig 
pga. sterisk hindring. Det var formålet, at syregruppen skulle bindes til et andet molekyle og ved at 
vælge molekyler med aminogrupper, ville synteserne være kendte og gennemprøvede metoder. 
Syntesearbejdet, der fandt sted, fungerede som værktøj til fremstilling af et produkt, der kunne 
bruges i det videre arbejde. 
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Det lykkedes at fremstille en immobil fluorescerende pH indikator ved at syntetisere fluorescein 
sammen med aminopropylsilan kaldet RV. Gennembruddet i syntesearbejdet kom, da thionylchlorid 
blev erstattet med oxalylchlorid og DMF anvendt som katalysator. Med oxalylchlorid lykkedes det 
også at syntetisere anthraquinon-2-carboxylsyre sammen med anilin (RIV). HPLC resultater af RIV 
viste, at produktet gav to toppe med stor forskel i RT (3,24 og 19,07 minutter), og den korte RT 
passede netop med RT for den rene AQ. Produktet var derfor ikke rent, men det afgørende var 
toppen efter 19 minutter, der stammede fra det syntetiserede produkt. Tidligere (ved RIII) var det 
samme produkt forsøgt syntetiseret ved brug af thionylchlorid, og her var der ikke forskel i RT for 
produkt og reaktanten AQ. NMR spektret af RIII bekræftede også, at der ikke var forskel på 
produktet og AQ, og dette blev yderligere underbygget med IR spektrer, der ikke kunne påvise 
forskel i toppenes frekvenser. RIII var derfor ikke syntetiseret til det ønskede produkt ved at bruge 
thionylchlorid. Det var således tydeligt, at syntesevejen var fundet ved at bruge 
oxalylchloridfremgangsmåden. RIV blev også målt på NMR, og spektret viste, i modsætning til 
spektret fra RIII, hvordan begge reaktanter nu var dokumenteret i det samme spekter. I spektret 
genfandtes anilintoppe for de ortho-, meta- og parasubstituerede protoner side om side med toppene 
for AQ. Her var der ikke tale om, at produktet kunne være forurenet med rester af anilin (som det 
var tilfældet med naphthyl i RII), da anilin som reaktant er flydende og derfor må forventes at blive 
vasket ud af krystallerne efter rekrystallisering. IR målinger bekræftede HPLC og NMR 
resultaterne, idet en kraftig top (1526 cm-1) viste sig i RV spektret. Dette var Amid II toppen, der 
viste, at molekylet havde en sekundær amid; en top der ikke var set i IR spektrer tidligere i dette 
arbejde.  
RV, den immobile pH indikator, kunne i sagens natur ikke analyseres med HPLC, NMR og MS, da 
produktet ikke var opløseligt. Derfor skulle produktet testes for dets egenskaber frem for dets 
molekylesammensætning, RT og bindingstyper. Formålet med dette var at påvise, om RV kunne 
opfylde de stillede krav. På RUC blev RV testet for emission af fluorescens på spektrofluorometer, 
og pH sensitivitet blev observeret med fluorescensmikroskop. Disse resultater viste, at RV var 
fluorescerende, og at intensiteten af fluorescens var pH afhængig. Test på CLSM hos FEF 
Chemicals underbyggede disse resultater og godtgjorde yderligere, at pH sensitiviteten var 
reversibel. FRAP test viste, at farvemolekylet var kemisk bundet til silanoverfladen.  
RV var således blevet syntetiseret via en synteseforskrift, der to gange havde vist sit værd og test på 
på RUC og FEF Chemicals viste, at RV var blevet en immobiliseret fluorescerende pH indikator. 
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Perspektivering  
Det syntetiserede produkt i dette speciale opfylder de stillede krav til en immobil pH indikator, 
omend stoffet kun er en demonstration af det immobile princips muligheder. RV belyst med laser 
fra CLSM viste, at over tid fader produktet. Det skyldes, at fluorescein ikke er et fotostabilt stof, og 
et fremtidigt immobilt produkt bør fremstilles af et fluorescerende farvestof, der fader 
langsommere. Farvestoffet skal yderligere være pH sensitivt, og det begrænser udvalget noget. 
SNAFL, SNARF og CNF stofferne som alternative fluorescerende pH indikatorer til fluorescein er 
mulige kandidater. Deres molekyleskelet er alle bygget på fluoresceinskelettet, men det er muligt, at 
de udviser en bedre fotostabilitet. Yderligere findes der en række kommercielle farvestoffer fra bl.a. 
Invitrogen, der er mere stabile, og disse kan købes med en lang række forskellige tags, der kan 
reagere med en stationærfase.  
 
Princippet med at binde en funktionel gruppe på en stationærfase kan anvendes til andet end 
binding af pH indikatorer. Man kunne eksempelvis anvende det til molekyler, der binder ioner, og 
som ved binding således ville være slukkede. Ved forbrug af ionerne ville molekylet blive en anion 
og derved excitere lys. En anden anvendelsesmulighed kunne være til en aminosyre, som binder til 
molekylet og derved bliver dæmpet i intensitet. Bakterier bruger aminosyren til replikation, og 
efterhånden som molekylet kommer på anionform, vil emissionsintensiteten stige. Yderligere kunne 
man anvende princippet med at binde en funktionel gruppe til en stationærfase ved et 
fluorescerende molekyle, der binder glucose i et vækstmedium. Ved binding vil molekylet også her 
være dæmpet og ved forbrug vil intensiteten stige.   
 
Amidbindingen viste sig nem at syntetisere, og den er også en af de mest stabile bindinger blandt 
carboxylderivaterne. Denne bindingstype vil således være velegnet til fremtidig syntese. En anden 
mulig bindingstype kunne være azo typen (-N≡N-), som giver meget stærkt farvede forbindelser, 
fordi bindingen forstærker conjugeringen i π systemet. Azofarvestoffet skal have en regid struktur 
for at opnå evnen til at emitte lys. Farvestoffer med en isothiocyanatgruppe (-N=C=S) anvendes 
ofte til at binde aminogrupper, og denne tag vil også være velegnet til at binde et farvestof til en 
stationærfase.  
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Detektionsgrænsen for fluorescein 
Ud fra stamopløsningen (1,24 mg/ml) fremstille prøver på 0,0 0,3 1,3 20,7 62 ng/ml)  
 
 
Figur 1 Intensitets spektrer af fluorescein ved pH 7. Konc.  0,0 0,3 1,3 20,7 62 ng/ml. Ex 493 nm 
 
Måling Kurve nr. Fortynding x ng/ml pmol/ml Intensitet 
1 2202B002.SP 20000 62 186,6 13 
2 2202B003.SP 60000 20,7 62,3 6 
3 2202B005.SP 960000 1,3 3,9 2,25 
4 2202B006.SP 3840000 0,3 0,9 1,25 
5 2202B011.SP Buffer pH 7 0 0,0 1 
Prøveforberedelse er beskrevet under fremgangsmåde. 
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Figur 2 Måling af intensitet i fortyndinger af fluorescein ved pH 7. Ex 493, Em 512 nm.   
Detektionsgrænsen for fluorescein findes til 1,3 ng/ml 
 
Det fremgår af kurven (figur 2) at de tre første målepunkter (62 20,7 1,3 ng/ml) ligger på en ret linje. Det næste målepunkt (0,3 ng/ml) med 
en intensitet på 1,25 dykker under denne linje og det kan derfor antages, at denne lave koncentration ligger uden for detektionsgrænsen. 
Yderliger fortyndinger (ikke vist) gav ligeledes intensiteten 1,25 og måling på ren buffer gav intensiteten 1. Forsøget viser at det er muligt 
at detektere fluorescein koncentrationer ned til 1,3 ng/ml. 
Standardrækken bruges til at undersøge hvor meget fluorescein der bliver skyllet af en kendt mængde RV. Ved skyl med 170 ml blandet 
sprit, methanol og vand er der skyllet 12,6 mg af produktet. Det svarer til en reduktion på 1,14 % w/w. Efter denne behandling er RV stadig 
fluorescerende og den brugt skyllemængde er langt over det volumen som RV vil blive udsat for i en kolonne. Ved test bruger FEF 
Chemicals i størrelsesorden 10 kolonnevolumener af 70 µl (700µl) svarende til 240x mindre end brugt i dette forsøg. Hvis afskyllet 
mængde fluorescein antages at være konstant, vil der blive fjernet fluorescein svarende til 4,75 ‰ w/w af afvejet RV i løbet af en test. 
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Elektromagnetiske spektrum 
Oversigt der viser de forskellige farver deres bølgelængder/ bølgetal og komplementærfarve (Fox et al 2005) 
 
Figur 3 Den visuelle del af det elektromagnetiske spectrum. Housecroft et al.  2005 
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Aminopropylsilan analysecertifikat 
 
Figur 4 Analysecertifikat for aminopropylsilan 
 109 
RV på fluorescensmikroskop 
Forsøg med visning af intensitetsforskel på RV ved pH 8-3 har været forsøgt gjort på Fluorescensmikroskop på RUC. Det har dog ikke 
været muligt at vise denne forskel på billeder taget med dette apparatur. Det kan skyldes manglende fokus og muligheder for 
billedbehandling figur. 
 
 
Figur 5 pH 2 
 
Figur 6  pH 3 
 
Figur 7  pH 4 
 
Figur 8  pH 5 
 
Figur 9  pH 6 
 
Figur 10  pH 7 
 
Figur 11  pH 8 
 
 
RV undersøges ved at tilsætte forskellige bufferopløsninger med indstillet pH fra 2 til 8. Set med det blotte øje var opløsninger i de lave pH 
områder (pH 2 og 3) tydeligvis mere matte i farven, sammenholdt med opløsninger i den høje ende (pH 7 og 8). Dette viser at syntesen af 
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fluorescein til silicagel tilsyneladende ikke har ændret i fluoresceins pH egenskaber. Forsøg med at taget billeder af RV i de forskellige pH 
buffer opløsninger viser dog ikke denne forskel. Det kan skylles at de små nuancer i farven går tabt i mikroskopet og dækglas/objektglas og 
derfor ikke kommer med på billedet  
Farvningsgraden af gelen 
Figur 12 RV i VIS lys, pH 7 Figur 13 RV i UV lys, pH 7 
 
RV i pH 7 buffer blev undersøgt ved både VIS lys og UV lys og som det fremgår af billederne (figur 52 og 53) er det muligt at se samtlige 
silicagel partikler. Det viser, at alle geler er blevet farvet af fluorescein.  Prøverne var 4 dage gamle og bufferen havde taget farve. 
Dette forsøg gøres igen med frisk RV og buffer 3 og 7. Resultatet herfra bekræfter de første resultater, at alle partikler er fluorescerende i 
begge buffer opløsninger. 
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Plate height 
Den teoretiske baggrund for at finde plate height ud for en Gaussian kurve baseres på varians σ2 eller standardafvigelsen σ på en måling 
(Skoog et al. 1998)  
 
Figur 14 Definition af plate height på en Gaussian kurve  
og længden af kolonnen. Skoog et al. 1998 
 
Definitionen af plate height. Med udgangspunkt i en Gaussian kurve beregnes plate hight (H) ud fra følgende udtryk. Arealet under ± σ er 
68%, derfor er plath high de resterende 32% (Skoog et al. 1998) 
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Figur 15 Plate height og længden af kolonnen. Skoog et al 1998 s682 
HPLC injektorsystemet 
Injektionssystemet er afgørende for reproducerbare resultater, da prøven skal tilføres eluentflowet uden der sker et trykfald over systemet 
og en ensartet prøvemængde skal påføres ved hver måling.  
 
Figur 16 Prøve injektorsystem til HPLC. Skoog et al. 1998 
 
Injektersystemet består af et greb der kan stå i to positioner (figur 19). I position ”Load sample” er der direkte forbindelse mellem 
prøvesprøjten igennem loopen til spild. Ved fyldning af loop med prøve vil loopen blive skyllet igennem og overskud går til 
spildopsamling. Eluenten vil samtidig løbe uhindret igennem injekteren til kolonnen uden at komme i kontakt med prøve og loop. Ved at 
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skubbe grebet over i position ”Injektor sample” afbrydes forbindelsen mellem sprøjte/loop og eluenten vil løbe igennem loope og medføre 
prøven der løber mod kolonnen. Dette system gør at den samme prøvemængde kan afsættes hver gang på et system der er under tryk.  
HPLC Kolonne 
Kolonne er opbygget af et stålrør pakket med kolonnemateriale og lukket i begge ender med muffer hvor fittings fra flowsystemet kan på 
skrues. Stålrøret er ofte 10 til 30 cm langt og har en diameter på 4 til 10 mm. Røret pakkes med partikler på 5-10 µm (Skoog et al 1998). 
Der kan sættes en mindre forkolonne før den større kolonne og herved påbegyndes separeringen der bliver forfinet i hovedkolonnen. 
Amider og aminer er tæt forbundet til hinanden. En amin er nitrogen der er kemisk bundet til carbon (C-N) med en enkeltbinding. Hvis der 
på N kun sidder et C er den primær, sidder der to C er den sekundær og sidder der tre C er den tertiær. 
 
Fremgangsmåde for syntese 
Denne syntese kan gøres på forskellige måder og der har været forsøgt med thionylchlorid i stedet for oxalylchlorid. Pyridin kan også 
anvendes som base sammen med thionylchlorid. Hvis der ikke anvendes base skal der være overskud af syrechlorid (oxalylchlorid eller 
thionylchlorid).  
RII og RIII er blevet syntetiseret via Step 2 med thionylchlorid i stedet for oxalylchlorid og DMF som katalysator blev ikke anvendt. 
Solvent var dimethylformamid og til det afsluttende syntesetrin blev Step 3a anvendet. 
RIV. Syntese med 5-carboxyfluorescein og siliciumamid med oxalyl chlorid 
Synteseforeskrift for anthraquinon og anilin med oxalyl chlorid er her brugt som en generel foreskrift. 
Step 1*      
Acetylering af OH-grupper.  
R-carboxylsyre molforhold    1 
Eddikesyreanhydrid molforhold    2 
Opløsningsmiddel dichloromethane CH2Cl2 
Step 2** 
Syntese af syrechlorid. 
R-carboxylsyre molforhold    1 
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Oxalyl chlorid molforhold    1 
Opløsningsmiddel dichloromethane    Passende volumen 
Katalysator Dimethylformamid (DMF) C3H7NO   dråbe 
Step 3a 
Syrechlorid reagerer med amin 
R-syrechlorid molforhold    1 
R-NH2  molforhold    2 
Pyridin  molforhold    2 
Opløsningsmiddel dichloromethane eller ether C4H10O.  
Fremgangsmåde. Syrechlorid opløsning tildryppes til en ether- eller dichloromethane opløsning af dobbelt molmængde af amin og pyridin. 
Reaktionen sker under omrøring ved stuetemperatur. 
Step 3b 
Syrechlorid reagerer med silanylamin 
R-syrechlorid molforhold    1 
Si-NH2  molforhold    5 
Pyridin  molforhold    2 
Opløsningsmiddel dichloromethane eller ether C4H10O 
Fremgangsmåde. Som 3a men dog med et 5:1 forhold mellem Si-NH2 og R-syrechlorid. Det svarer til 50 mg 5-carboxyfluorescein og 503 
mg silicagel (4,5% C) 
Citronsyre-phosphatbuffere  
Fremstilles af blanding af 0,1M citronsyre og 0,2M Na2HPO4 efter følgende skema. 
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Figur 17 Blandingsforhold citronsyre og dinatriumhydrogenphosphat 
RI 
Karakterisering af RI 
RI er syntetiseret af fluorescein figur 18 og anilin figur 19  
´ 
 
Figur 18Fluorescein 
 
 
 
 
 
 
Figur 19 Anilin 
 
 
 116 
 
Stoffet fluorescein bliver valgt som reaktant, da stoffet i litteraturen (Wolfbeis, 1993) bliver fremhævet for sin evne til at fluoresecere og 
fungere som pH indikator. Anilin bliver valgt, da det er en amin, der er relativt simpel med en tilpas stor molekylevægt, som vil gøre det 
nemt at identificere det dannede produkt. Figur 20 viser reaktionsligning for fluorescein, der reagerer med thionylchlorid og derefter 
reagerer den dannet syrechlorid med anilin. Derved bliver den primære amin i anilin til en amidbinding i det nye molekyle. 
 
 
Figur 20 Reaktionsligning for fluorescein reaktion med thionylchlorid og efterfølgende reaktion med anilin. IUPAC name 2-(3-hydroxy-6-oxo-9H-xanthen-9-
yl)-N-phenylbenzamide. Figur, egen tegning 
 
Efterfølgende forsøg på identifikation af produktet bliver bl.a. udført på TLC. Resultaterne for TLC målinger på RI, fluorescein og anilin 
vil kort blive præsenteret i det følgende afsnit.  
TLC RI 
RI separeres på TLC ved brug af den apolær eluent dichloromethan. Tidligere er der forsøgt med methanol som eluent, men her sker ingen 
separering og afsatte prøver føres til elueringsgrænsen.  
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Figur 21 TLC af Fluorescein og RI udfældet og inddampet. Eluent dichloromethan 
 
På TLC plade påsættes fluorescein, udfældet RI I (ikke rekrystaliseret) og RI II (rekrystaliseret) opløst i methanol og som eluent bruges 
dichloromethan. Dette forsøg viser, at fluorescein og RI I ikke flytter sig i denne eluent, men giver et tydeligt farvet område, som ses både i 
VIS og UV området. Begge RI prøverne har yderligere et smalt UV synligt bånd 4 mm over de påsatte prøver, et bånd der ikke ses ved 
fluorescein og yderligere viser RI II et svagt gult bånd ved elueringsgrænsen. Prøve 4a er taget direkte fra inddampningen og påsat TLC 
pladen. 4b er den samme prøve som 4a men opløst i methanol før den påsættes. Disse to prøver viser yderligere bånd som ikke ses i de 
udfældede prøver.  
TLC viser, at RI kan indeholde et andet produkt eller nedbrydningsprodukter der giver bånd som ikke genfindes i fluorescein prøverne.  
Der foretages NMR måling på RI for at se om de to reaktanter er blevet syntetiseret sammen. 
NMR RI 
I det følgende afsnit vil der blive foretaget en sammenligning af NMR spektrer af fluorescein og anilin fra Spectral Database for Organic 
Compounds, fremover kaldet SDBS.  
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Figur 22 Fluorescein, data fra SDBS 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 23 Spekter af anilin 
(SDBS)  med angivelse af 
kemiske skift 
 
Nedenstående tabel viser de fundne kemiske skift sat op i kolonner med laveste kemiske skift først og stigende ppm værdi ned gennem 
skemaet. Dette er gjort for at få en systematisk registrering af de 4 spektrer, så de er nemmere at sammenligne. Kemiske skift for 
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fluorescein der også findes i RI er markeret med blåt og tilsvarende for anilin er farvet grønt. Bogstaverne i tabellen refererer til SDBS 
data, der viser hvilken protoner de kemiske skift stammer fra. 
 
SDBS spekter af fluorescein Eget spekter af 
fluorescein 
Spekter af RI SDBS spekter af anilin 
δ, antal toppe δ, antal toppe δ, antal toppe δ, antal toppe 
    
  3,345 singlet =D D) 3,55 (-NH2) 
  5,758 singlet  
    
G)   6,58 4H, doublet 
symmetri 
6,55 doublet = G 6,55 =G C) 6,64 triplet ortho symmetri 
    
F)   6,721 2H singlet 
symmetri 
6,675 singlet =F 6,69 =F B) 6,73 triplet para 
   A) 7,12 multiplet meta symmetri 
E)   7,291 1H doublet 7,26 doublet =E 7,27 doublet =E  
    
D)   7,723 1H triplet 7,70 triplet =D 7,76 multiplet =D 
 
 
    
C)   7,90 1H triplet 7,9 triplet =C 7,98 doublet =C  
    
B)    8,009 1H doublet 8,0 doublet =B 8,00 =B  
    
 8,171 lille top 
8,182 lille top 
8,191 lille top 
8,203 lille top 
  
    
A)  10,00 2H singlet (OH) 
symmetri 
10,27 svag bule =A 10,1 singlet =A  
Tabel 1 NMR data af fluorescein, anilin og RI. Data er sammenlignet for at vise at RI har toppe der stammer fra fluorescein. Derimod kan anilin ikke genfinde i RI. A-
G refererer til figur 22 af fluorescein og A-D til figur 23 af anilin fra SDBS database. 
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NMR målingerne viser at fluorescein genfindes i RI. Toppene er mærket fra A-G efter SDBS’ system (figur 22/23) og disse genfindes med 
kemisk skift og typen af toppe passe ligeledes.  
Derimod er det ikke muligt at genfinde toppe der stammer fra anilin. Anilin skal vise tydelige toppe der stammer fra protonerne der sidder i 
ortho, meta og para position i aromaten. De kemiske skift er ligeledes opgivet fra SDBS database og mærket A-D.  Kun kemisk skift på 
3,55, der stammer fra primære amin (-NH2) i SDBS, kan genfindes med en værdi der ligner (3,345 ppm) og et kemisk skift her, findes ikke 
i fluorescein. Yderligere ses i RI et kemisk skift på 5,758 ppm der heller ikke findes i fluorescein. Det er ikke muligt at sige om disse to 
toppe stammer fra anilin, men da resten af molekylet ikke genfinde, er det ikke sandsynligt. 
Ved at anvende LC-MS er det muligt at detektere molekular-ionen, der er den mest typiske masse i RI. Derved kendes massen for 
molekylet og andre tydelige molekyler detekteret i RI. 
LC-MS RI 
Der måles med LC-MS på RI for igennem denne metode at få detekteret forventede masser. 
Forventet masse Mw Fluorescein spekter RI spekter 
Fluorescein 
-OH- 
332,31
 17 
331,1 
molekylærmassen 
331,1 
molekylærmassen 
Intensitet 1.550.000 
Anilin 
-H+ 
93,13 
  1 
 
 
 
 
Sum 
 
407,44
   
 
 
 
 
+Na+ 
 
Sum 
  23 
 
430,44
 
 
Ingen top ved denne masse 
430,9 
lille top med denne masse
Intensitet 130.000 
Tabel 2 Beregning for forventede masser og fremhævede masser fra spekter. 
 
Tabellen Viser, at syntesen mellem fluorescein (masse 331) og anilin (masse 93) muligvis i mindre grad har givet det ønskede molekyle 
med en Na+ ion (masse 430), men at RI produktet langt overvejende består af fluorescein uden det påhæftet anilin. Forholdet målt i 
intensitet er ca. 1:12. 
 
 121 
TLC RI ekstra 
 
 
Figur 24 TLC af Fluorescein og RI. Eluent methanol 
På TLC pladen afsættes fluorescein og inddampet RI (figur 24). Methanol bruges som eluent. Resultatet viser, at begge stoffer løber lige 
langt, men at RI danner et lidt længere bånd med hale sammenlignet med båndet for fluorescein, der er mere afgrænset. Metanol som eluent 
separerer ikke båndet for RI, men trækker fluorescein og RI lige godt op. RI båndet bliver aflangt, fordi der muligvis er andre stoffer i 
prøven, som også trækkes godt af methano. Ved at bruge en mere apolær eleuent vil der ske en bedre separering.  
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NMR RI 
 
Figur 25 RI (NMR spekter). Oversigtsbillede 
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Figur 26 RI, relevante spekter fra NMR måling. Forstørret område. A-G 
refererer til SDBS mærkning af protoner for fluorescein. Her genfundet i 
RI 
 
 
 
Figur 27 RI, relevante spekter fra NMR måling. Forstørret område 
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Figur 28  LC-MS spekter af fluorescein. (masse 331) Figur 29 LC-MS spekter af RI (masse 430) 
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RII 
TLC RII 
Til TLC bestemmelse bliver RII opløst i ethanol og DMSO, og disse opløsninger afsættes på TLC pladen. For at kunne sammenligne de 
fremkomne bånd, bliver der yderligere påført opløsninger af fluorescein og Naphthyl. Eluenten, der skal føre stofferne med sig, bliver i det 
første forsøg dichloromethan, og pladen vurderes i både VIS og UV lys. De følgende figurer viser TLC plader og tabeller beskriver de 
fremkomne bånd. 
 
 
Figur 28 TLC af Naphthyl, RII og Fluorescein. Eluent dichloromethane 
 
1# Naphthyl 
opl. i vand 
2# RII 
 opl. i ethanol 
3# Fluorescein  
opl. i ethanol 
4# RII 
 opl. i DMSO 
I UV: Blåt område i UV fra 
prøveafsætning og ca. 1 cm 
op og kant af et område op 
til elueringsgrænsen. 
I UV: Mindre kraftig farvet end #3 
(tyder på lav konc.) og startende 
ved prøveafsætning. Yderligere to 
bånd ses lidt højere oppe, hvor det 
øverste er særligt farvet i 
gul/grønne nuancer. 
I UV: Kraftigt fluorescerende 
farvet ovalt område, hvor særligt 
top og bund er tydelig. Området 
starter ved prøveafsætning og 
vandrer ca. 2 cm. 
I UV: Ikke blåt eller farvet 
område, men en kant af et område 
op til elueringsgrænsen som i #1.  
Tabel 3 Fremkomne områder og bånd i dichloromethan 
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Det fremgår af tabel 3, at det er væsentligt for separeringen, hvilket opløsningsmiddel der anvendes. Ved at opløse RII i ethanol kommer 
der på TLC pladen et område og to bånd. Den tilsvarende prøve i DMSO vandrer tilsyneladende med den mobile fase og efterlader ikke et 
visuelt spor. Test af opløselighed i DMSO viser da også, at fluorescein i DMSO er farveløst i modsætning til i ethanol. Derfor er det #1, 2 
og 3, der kan sammenlignes. #2 viser, at der er et stof, der vandrer som fluorescein #3, men at RII yderligere kommer med to bånd, der ikke 
adskilles i #3. At #3 ikke fremkommer med to bånd, kan skyldes høj koncentration, der udvisker båndene.  
 
I den næste TLC separering bliver der forsøgt med methanol som eluent for derved at undersøge, om en mere polær eluent giver bedre 
adskillelse.  
 
Figur 29 TLC af Naphthyl, RII og Fluorescein. Eluent methanol 
 
#1 Naphthyl 
opl. i DMSO 
#2 RII  
opl. i DMSO pH 12 
#3 Fluorescein  
opl. i ethanol 
#4 Fluorescein  
opl. i DMSO uden NaOH 
UV/VIS: langt, svagt gult 
område fra prøveafsættelse 
til lidt under 
elueringsgrænsen. 
Prøven er vandret til 
elueringsgrænsen og giver en svag 
grønlig farve i UV. 
Prøven er vandret til 
elueringsgrænsen som et smalt 
bånd og giver en kraftig gul 
farvning i UV/VIS. 
Som #3 men et bredere bånd ved 
elueringsgrænsen. 
Tabel 4 Fremkomne områder og bånd i methanol 
Ved at skifte fra dichloromethan til methanol bliver eluenten mere polær. Det betyder, at de afsatte stoffer ikke bliver separeret, men 
vandrer til elueringsgrænsen. Der ses yderligere i VIS lys en rød kant ved toppen af elueringsgrænsen. Det er muligt, at opløsningsmiddel 
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påvirker stoffernes vandring, hvis prøverne ikke er tørre ved nedsættelse i eluenten. For at udelukke dette bliver fremtidige prøver tørret på 
TLC pladerne før nedsænkning i kammer. 
Der vælges derefter en blanding mellem dichloromethan 3:1 methanol for at få en fase, der er mere polær end ved første TLC måling og 
mindre polær end ved anden TLC måling. 
 
 
 
Figur 30 TLC af Naphthyl, RII og Fluorescein. Eluent dichloromethan 3:1methanol 
 
#1 Naphthyl 
opl. i H2O pH 3 
#2 RII  
opl. i ethanol 
#3 Fluorescein  
opl. i ethanol 
VIS: langt, svagt gult område fra 
prøveafsættelse til lidt under 
elueringsgrænsen. Samme område er blåt i 
UV. 
Prøven er vandret til elueringsgrænsen og 
giver en fluorescerende grøn/gul farve i UV. 
I VIS er der en gul farve. Ved 
prøveafsættelse er der ikke farvet. 
Prøven er vandret til elueringsgrænsen og 
giver en fluorescerende grøn/gul farve i UV. 
I VIS er der en gul farve. Ved 
prøveafsættelse er der en mat grøn farvet i 
UV. 
Tabel 5 Fremkomne områder og bånd i dichloromethan 3:1 methanol 
 
#1Naphthyl giver et karakteristisk langt bånd, der er gult i VIS- og blåt i UV lys. Dette bånd ses ikke for RII og derfor kan det antages, at 
der ikke er detekterbare mængder at Naphthyl i RII produktet. #2 RII og #3 fluorescein på TLC med dichloromethan 3:1 methanol som 
eluent ligner hinanden meget men med den forskel, at fluorescein ved prøveafsættelsespunktet har en mat grøn farve i UV lys, hvilket RII 
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ikke har. Dette kan skyldes nedbrydningsprodukter af fluorescein, som er blevet fjernet ved rekrystalisering af RII, og derfor forekommer 
den ikke i RII. Ved at tilsætte methanol til eluenten sker der ingen separering i bånd af RII og fluorescein, der vandrer til elueringsgrænsen.  
Derfor prøves med dichloromethan 6:1 methanol, der er et mindre polært blandingsforhold, og her sker der en yderligere separering af 
fluorescein, men ikke af RII  
 
 
Figur 31TLC af Naphthyl, RII og Fluorescein. Eluent dichloromethan 6:1methanol 
 
1# Naphthyl 
opl. i H2O pH 3 
2# RII  
opl. i ethanol 
3# Fluorescein  
opl. i ethanol 
Som dichloromethan 3:1 methanol Som dichloromethan 3:1 methanol Som overfor, men der er yderligere kommet 
to brede bånd/skygger mellem den 
fluorescerende grøn/gul i toppen og den mat 
grøn farvet i bunden.  
Tabel 6 Fremkomne områder og bånd i dichloromethan 6:1 methanol 
 
Tilsætning af methanol i små mængder til dichloromethan bevirker at RII vandrer mod toppen uden at blive separeret. Derimod sker der 
separering af fluorescein med et fluorescerende grønt/gult bånd i toppen, mat grøn farve i bunden og to nye brede bånd/skygger imellem. 
Disse findes ikke i RII og det kan derfor konstateres, at der er en forskel på RII og fluorescein. Som beskrevet ovenfor er det muligt, det 
skyldes nedbrydningsprodukter af fluorescein og derfor er RII et renere produkt end fluoresceinen med et fælles bånd i toppen af 
elueringsgrænsen. 
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LC-MS fluorescein 
Figur 32 LC-MS spekter af fluorescein 
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LC-MS Naphthyl 
Figur 33 HPLC-MS spekter af naphthyl 
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LC-MS RII 
Figur 34 LC-MS spekter af RII 
 
 132 
LC-MS spektrer af A-E  
 
Figur 35 RII LC-MS spekter af prøve a. b-e findes på cd-rom 
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Spektrofluorometrisk måling fluorescein 
 
Figur 36 Spekter af fluorescens på fluorescein 
 
Spekter af fluorescens på fluorescein. Max peaks, excitation ved 485 og 490 nm 
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Spektrofluorometrisk måling RII  
Figur 37 Spekter af fluorescens på RII 
. 
Spekter af fluorescens på RII. Spekter viser ex fra 460 til 490 nm med 5 nm interval. 
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Spektrofluorometrisk måling RII pH 12  
 
Figur 38 Spekter af fluorescens på RII ved pH 12 
 
Spekter af fluorescens på RII ved pH 12. Spekter viser ex. fra 460 til 490 nm med 5 nm interval. Max peaks, excitation ved 485 og 490 nm 
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IR spekter fluorescein (SDBS) 
 
 
Figur 39 IR spekter fra SDBS af fluorescein 
SDBS no. 6347 C20H12O5 Mw 332.3 CAS no. 2321-07-5 
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NMR spekter fluorescein (SDBS) 
 
Figur 40 NMR spekter af  fluorescein fra SDBS 
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NMR spekter Naphthyl (SDBS) 
 
Figur 41 NMR spekter af  N-(1-Naphthyl)ethylenediamin 2HCl fra SDBS 
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NMR spekter  fluorescein (eget) 
 
 
Figur 42 Fluorescein (NMR spekter). Oversigtsbillede 
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Figur 43 Fluorescein, relevante spekter fra NMR måling. Forstørret område 
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Figur 44 RII (NMR spekter). Oversigtsbillede 
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Figur 45 RII, relevante spektrer fra NMR måling sat sammen. Forstørret område 
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Figur 46 RII, relevante spektrer fra NMR måling. Forstørret område 
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Figur 47 N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NMR spekter). Oversigtsbillede 
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Figur 48 N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NMR spekter). Forstørret 
område 
 
 
Figur 49 N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NMR spekter). Forstørret område 
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Figur 50 N-(1-naphthyl)ethylenediamin (NMR spekter). Forstørret område 
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RIII 
TLC måling på RIII 
Syntesen af RIII giver et udfældet produkt, som ligger mellem de to faser i skilletragten. Dette produkt bliver taget fra og behandles som et 
selvstændigt produkt kaldet RIIIa. Inddampning af den apolære fase giver krystaller, der bliver kaldt RIIIb. Der vil i det kommende ikke 
blive differentieret mellem a og b, men kun benævnes RIII, da IRmålinger viser, at a og b er det samme produkt.  
Til TLC bestemmelse bliver anthraquinon og RIII opløst i DMSO og disse opløsninger afsættes på TLC pladen sammen med en lille dråbe 
anilin. Eluenten, der skal føre stofferne med sig bliver i det første forsøg dichloromethan og pladen vurderes i både VIS og UV lys. Figur 
51 og tabel 7 nedenfor beskriver de fremkomne bånd. 
 
 
Figur 51 TLC af Anthraquinon. Eluent dichloromethan 
 
#1 Anthraquinon  
i DMSO 
#2 og #3 RIII 
 i DMSO 
#3 Anilin 
(flydende) 
Fra prøveafsættelses-punktet aflangt 
bredt område, der ses som en skygge i 
UV lys. 
Fra prøveafsættelse punktet aflangt smalt 
område der ses som en skygge i UV lys 
Fra prøveafsættelse punktet til eluentgrænsen 
er der en skygge i UV lys 
Tabel 7 Fremkomne områder og bånd i dichloromethan 
Dichloromethan som eluent giver en udstrækning af de påsatte prøver. Anthraquinon giver et bredt område, anilin giver et langt smalt 
område fra bund til top og RIII giver et bånd, som mest ligner båndet for anthraquinon. Områderne er kun synlige i UV lys. Langs med 
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eluentgrænsen for de tre prøver er der i VIS lys et smalt rødlig bånd, der strækker sig fra side til side. Dichloromethan giver ikke separering 
i specifikke bånd, derfor prøves med methanol, der er mere polært.  
De tre påsatte prøver flytter sig éns i methanol som eluent. Prøverne føres til toppen og giver tre bånd, hvor anilin er større og mere 
udflydende end anthraquinon og RIII, som giver specifikke bånd. Det røde stribe fra dichloromethan er her rød/gul, mens prøverne kun er 
synlige i UV lys og ikke i VIS lys.  
Methanol er ikke velegnet til separering, da alle tre prøver bliver ført til toppen af TLC pladen og dichloromethan viser heller ikke evne til 
at separere. Til slut vælges der at bruge cyclohexan (C6H12) som eluent, da en mere apolær fase måske vil separere prøverne i fraktioner. 
TLC pladen viser ingen farve i VIS lys og i UV lys er anilin strukket op til midt på pladen, men anthraquinon og RIII er ikke rykket i 
væskefasen.  
I det følgende vil forsøg med at separere RIII med forskellige eluentsammensætninger blive vist i figur 52 og beskrevet i tabel 8 (RIII i #1-
#3 tabel 9) og #4 viser separering af anthraquinon, RIII og anilin. 
 
 
Figur 52 TLC af RIII testet ved forskellige eluenter og sammensætninger. Chloroform 1:1,  
Dichloromethan 3:1 cyclohexan og chloroform 3:1 methanol 
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Eluentsammesætning Kommentar UV Kommentar VIS 
Chloroform (CHCl3) 
Aflang mørk skygge fra prøveafsæt-telsespunktet. Smal, svagt grøn kant mod 
eluentgrænsen.  
Gul/orange smal kant 
ved 
eluentgrænsen. 
Dichloromethan 3:1 
cyclohexane 
Aflang mørk skygge fra prøveafsæt-telsespunktet. Smal, svagt grøn kant mod 
eluentgrænsen. 
Ingen farve. 
Chloroform 3:1 
methanol 
Smalt bånd lige under eluentgrænsen. Bånd ses som mørk skygge. Eluent-grænsen har 
grønt lysende bånd  
Gul smal kant ved 
eluentgrænsen 
Tabel 8 TLC analyse af RIII med forskellige eluenter og blandingsforhold 
 
 
 
Figur 53 TLC af  anthraquinon, RIII og anilin. Eluent chloroform 10:1 methanol 
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Chloroform 
10:1 
methanol 
Anthraquinon og RIII giver en aflang mørk skygge fra prøveafsættelse 
punktet. Anilin trækkes op til eluentgrænsen, ses som mørk skygge. 
Anthraquinon og RIII giver bred kant ved 
eluent-grænsen. Anilin er farveløs. 
Tabel 9 TLC analyse af  anthraquinon, RIII og anilin 
 
De manglende resultater med flere forskellige eluentblandinger giver ikke separering i bånd for de tre prøver.  Ved at blande methanol i 
eluenten (chloroform 10:1 methanol) bliver hele eller dele af prøven trukket op til eluentgrænsen. Forholdet chloroform 10:1 methanol gav 
separering af anthraquinon og RIII, men båndene var meget ens for reaktant og produkt.
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 Program for LC gradieret  
 
Figur 54 RII Instrument metode LC-MS. Spektrer på cd-rom 
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LC-MS AQ 
 
Figur 55 AQ LC-MS 
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LC-MS anilin 
 
Figur 56 Anilin LC-MS 
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LC-MS RIIIa 
 
 
Figur 57 RIIIa LC-MS 
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LC-MS RIIIb 
 
 
Figur 58 RIIIb LC-MS 
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IR spekter AQ (eget) 
Figur 59 spekter af IR måling af antharquinon-2-carboxylicacid 
 
Spekter af IR måling af antharquinon-2-carboxylicacid 
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IR-spekter AQ (SDBS)  
IR spekter fra SDBS af anthraquinone-2-carboxylic acid 
SDBS no. 7394 C15H8O4 Mw 252,2 CAS no. 117-78-2 
 
  
Figur 60 IR-værdier for Anthraquinon-2-carboxylicacid. Spekter fra SDBS database 
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IR spekter RIII (eget) 
 
Figur 61 Spekter af IR måling af RIII 
 
Spekter af IR måling af RIII 
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RII og RIII målt på isokratisk HPLC 
Måling af anthraquinon-2-carboxylsyre, anilin, RIIIa og RIIIb. Eluent: acetonitril 50/50 H2O og acetonitril  25/75 H2O. UV 
detektor 285 nm. ”*” betyder, at RT er manuelt udmålt. 
Run 
# 
Navn RT Areal Konc. 
mg/ml 
Eluent 
Acetonitril/H2O
Kommentar 
3 Anilin 5,433 556100 0,1 50/50 Acetonitril / H2O 
5 - 5,422 498217 - -  
7 - 5,425 715195 - -  
8 - 5,425 641433 - -  
9 - 5,411 640170 - -  
10 Anthraquinon- 
2-carboxylsyre 
1,883 86937 0,1 - 285 nm 
11 - - - - - 328 nm Peak ligner 
# 10 (285 nm) 
14 - 1,923 121036 - - Detektor igen 285 nm 
15 - 1,917 104755 - -  
19 - 2,000 62651 - -  
20 RIIIa 2,052 267844 0,3 -  
21 - 2,117 415983 0,5 - Konc. sat op 
22 - 2,106 432469 - -  
23 - 2,126 449058 - - Ingen anilin 
25 Anthraquinon- 
2-carboxylsyre 
2,040 153395 0,1 -  
26 RIIIb 2,150 449058 0,5 -  
       
29 Anthraquinon-
2- 
carboxylsyre 
3,165 56883 0,1 25/75 Nyt eluentforhold  
acetonitril 25/75 H2O  
Rt er steget. Top får ny facon. Bliver bred og med tendens til to 
toppe. 
31 RIIIb 3,455 544631 0,5 -  
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32 Anilin *12,2 ikke 
reg. 
0,1 -  
36 Anthraquinon- 
2-carboxylsyre 
4,650 
 
5,061 
430421 
 
227635 
 
0,5 
 
 
- 
Eluent med høj vandindhold skaber tailing med carboxylsyren på 
antraquinon. Derfor fremkommer to  sammenhængende toppe.   
Eluent pH = 3 
39 - *6,5 ikke 
reg. 
- 25/75 
+10% HCOOH 
Myresyre tilsættes 10% v/v til eluent. 
pH = 1 Grundlinie auto zero 
Top bliver en blød bue 
 
Måling af anthraquinon-2-carboxylsyre, anilin, RIIIa og b. Eluent: acetonitril 40/60 H2O. UV detektor 285 nm 
Run # Navn RT Areal Konc. mg/ml Eluent Kommentar 
44 Anthraquinon- 
2-carboxylsyre 
28,6 
 
- 0,5 40/60 Nyt eluentforhold 
acetonitril 40/60 H2O 
RT er målt manuelt 
45 - 28,6 234496 - - Area reject sat til 4000
46 Anilin 4,077 456157 0,1 -  
47 - 4,1* ikke reg. - -  
48 - 4,149 477252 - -  
49 RIIIa 29.0* ikke reg. 0,5 -  
50 - 28,9* - - -  
51 RIIIb 28,7* - - -  
52 - 28,6* - - -  
Måling af N-(1-naphthyl)-ethylenediamin, fluorescein og RII. Eluent acetonitril 40/60 H2O. UV detektor 285 nm 
Run # Navn RT Areal Konc. mg/ml Eluent Kommentar 
53 N-(1-naphthyl)- 
ethylenediamin 
2,111 
2,597 
2,810 
 0,5 40/60  
54 - høj konc.  0,5 -  
55 - 2,017 612283 0,1 -  
56 - 2,036 594773 - -  
57 Fluorescein 11,153 18636 - -  
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16,7* 
58 - 11,2* 
16,7* 
 - -  
59 RII ingen top efter
40 min 
 - -  
60 - -  0,5 - Stopper og fremstiller en ny 
prøve af RII 
61 N-(1-naphthyl)- 
ethylenediamin 
2,055  - - Tjek af kolonnesystem ved 
opstart ny dag. RT ligner fra 
dagen før. 
62 DMSO/eluent 2,609     
63 DMSO/MeOH     Papir problem 
64      - 
65 DMSO/MeOH 2,8   - Bred top 
66 RII  
 
 
2,8* 
18,0* 
 0,5 - Frisk opløsning af RII. Først 
opløst i DMSO og fortyndet i 
MeOH 
Bred top fra DMSO/MeOH 
Lilli blød top 
67 - 2,8* 
18,0* 
 1,0 - Har fordoblet konc af RII for at 
se om top RT 18,0 bliver større 
eller bare har været støj der ikke 
giver en top igen. Toppen er 
blevet større. 
68 - 2,8* 
18,0* 
 0,5 - Måler ved 490 nm. Skal give 
større top ved RT 18. Så kan der 
være tale om et nyt produkt.  
 
Fluorescein viser en top ved RT 11,15, som ikke går igen i RII. Det kan skyldes de tidligere nævnte nedbrydningsprodukter fra fluorescein 
der kommer igennem ved denne tid. 
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Der fremstilles en ny opløsning af RII ved først at opløse RII i DMSO, Når denne er helt opløst, bliver der afpipetteret over i methanol til 
slutkoncentration på 0,5 mg/ml. Denne opløsning er helt klar med en grønlig farve. RII/DMSO er prøvet opløst direkte i eluent, men her 
sker der en udfældning til en mælket opløsning. Et forsøg med RII/DMSO/MeOH i eluent viser ikke denne ”mælkning”, og det må derfor 
antages, at det heller ikke sker i kolonnesystemet. Som tidligere vist i opløselighedsskema for RII, er opløsningen af RII/DMSO farveløs, 
men straks ved fortynding i MeOH kommer en klar grønlig farve. Den påsprøjtede prøve indeholder derfor prøve, som med sikkerhed skal 
blive detekteret af UV-detekteren ved 285nm. 
 
I det følgende vises de væsentligste resultater for HPLC kørslen af naphthyl, fluorescein og RII med eluent acetonitril 40/60 H2O. 
Kolonnen er en C18 kolonne. Væsentlige spektre af N-(1-naphthyl)ethylenediamin, fluorescein og RII. Eluent: acetonitril 40/60 H2O. UV 
detektor 285 nm.  
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Acetonitril 40/60 H2O 
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Figur 62 Spektrer af Naphthyl, fluorescein og RII. Eluent acetonitril 40/60 H20.  
* betyder man. målt RT 
 
 
Oversigt HPLC kørsel med eluent acetonetril 40/60 H2O 
Eluent N-(1-naphthyl)- 
ethylenediamin 
Fluorescein RII 
40/60 #56 2,036 #58 11,2* og 16,7* #66 2,8* og 18,0* 
 
Prøve #66 viser en top ved RT 2,8 der stammer fra DMSO/MeOH i den injicerede prøve. Der er yderligere en lille blød top ved RT 18,0, 
som ikke har været set ved fluorescein målinger. Ved #67 er koncentration af RII fordoblet for at påvise om top RT 18,0 bliver større eller 
der blot er tale om støj, der ikke giver en top igen. RT 18,0 bliver en større top (ikke vist) og derfor skyldes denne top muligvis RII 
produktet. Toppen er dog ikke særlig stor set i forhold til den indsprøjtede koncentration på 1 mg/ml. 
 
Fluorescein kommer ud med en top ved 16,7 (#58). I spektret af RII (#66) er der ikke en top ved denne RT. Dette viser, at RII er en 
modificeret udgave af fluorescein, som har en længere retentionstid. 
Da det ikke er muligt at få en tydelig top, kan det antages at RII har stor affinitet til C18 kolonnen, og 40/60 eluenten ikke er apolær nok til 
at få en fornuftig RT. Der skiftes eluent til acetonitril 60/40 H2O, som derved bliver mere apolær. Efter stabilisering af kolonnen bliver RII 
og fluorescein kørt igen. Heller ikke her viser spekteret for RII en top med passende RT (ikke vist).  
Da anioner ikke har nær så stor affinitet til kolonnen som kationer har, er det vigtigt for separering, at molekylet er protoniseret. Derfor 
tilsættes myresyre (10% v/v) til eluenten, men grundlinien mister sin stabilitet. RT fra tidligere målinger kan herefter ikke sammenlignes 
med nye RT da disse stiger voldsomt. Kolonnes nye RT er dog reproducer bare og der vælges at fortsætte. Der skiftes eluent til acetonitril 
70/30 H2O for derved at sænke RT. Dette afsnit fortsættes i ”HPLC isokratisk målt på RII” i hovedteksten. 
  
 165 
Måling af RII og fluorescein. Eluent acetonitril 60/40 H2O. UV detektor 285 nm. 
Run # Navn RT Areal Konc. mg/ml Eluent Kommentar 
69 RII 4,8* 
12,3* 
 0,5 60/40 
Aceto./H2O
Eluentforholdet er ændret til 
mere apolær opløsning. 
12,3 er bred top 
70 -   - - Høj konc. Spekter forskelligt for 
#69 muligvis fordi gl. prøver 
kommer igennem detektoren. 
71 - 4,8 
15,555 
112640 0,1 - Konc. sat ned. 
4,8 er lille top  
15,555 er bred top med svag 
skulder på opgangen 
72 - 4,8 
10,607 
179165 - - 4,8 er lille top  
Kolonnen er ikke stabil 
73 -     Kolonnen er ikke stabil 
74      Opstart, ingen prøve 
75 RII   0,1  Ingen top efter 35 min. 
76 Fluorescein 4,791 
5,384 
772847 
72669 
- - Stor tydelig spids top ved 4,791 
og en væsentlig mindre top ved 
5,384 
77 - 4,795 
5,389 
797559 
71321 
  Kolonne er stabil og RT for 
fluroscein er blevet væsentlig 
kortere med den mere apolære 
eluent blanding  
78 RII 6,9 ikke reg. 0,1  Bred top med RT 5-9 min. 
79 - ingen top     
80  8,5    Bred top med RT 7-10 min. 
RT svinger i forhold til #78 
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Oversigt eluent: acetonitril 60/40 H2O  
 
Tidligere målinger har ikke kunnet detektere RII produktet og efter 40 min. er der ikke detekteret en top. Derfor vælges der en mere apolær 
eluent ved at bruge acetonitril 60/40 H2O, der skal øge affiniteten til eluenten, så produktet slipper C18 kolonnen. Det er vigtigt at få den 
aktuelle RT for fluorescein med den nye elunt, så denne RT kan sammenlignes med RT for RII. To på hinanden følgende målinger af 
fluorescein giver en høj top på 4,8 og straks efter en mindre top på 5,38. Tiderne er meget stabile, og det viser, at kolonnen er i balance. 
Fluorescein har en vis affinitet til kolonnen. Derved bliver molekylet holdt tilbage, og den kommer stadig igennem efter en passende tid. 
Hvis eluenten bliver for apolær vil fluorescein ikke kunne sætte sig på kolonnen og den vil komme igennem med dødvolumet (= dead 
time). Der kommer ikke smalle toppe fra RII, og RT er meget forskellige. Det kan skyldes, at det tager lang tid for RII at komme igennem 
kolonnen og det er ”gamle” prøver, der viser sig i nye målinger. For at få RII hurtigere igennem, bliver eluenten ændret til mere apolær 
sammensætning. 
 
Måling af RII og fluorescein. Eluent acetonitril 70/30 H2O. UV detektor 285 nm. 
Run # Navn RT Areal Konc. mg/ml Eluent Kommentar 
81 Fluorescein 3.605 ikke reg. 0,1 70/30 
Aceto./H2O
 
82 - 3,580 - - -  
83 RII 25,7* - - - smal spids top 
84 - 25,701 1053149 - - - 
85 - 25,617 1028641   - 
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NMR spekter AQ (SDBS) 
 
Figur 63 Spekter af anthraquinon-2-carboxylsyre fundet i SDBS database 
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NMR spekter AQ (eget) 
 
Figur 64 Anthraquinon-2-carboxylsyre (NMR spekter). Oversigtsbillede 
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Figur 65 AQ udvalgte toppe 
Anthraquinon-2-carboxylsyre, relevante spektrer fra NMR måling. Forstørret område. Bogstaver i spektrerne henviser til SDBS’ 
protonplacering. 
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NMR spekter RIIIa (eget) 
 
Figur 66 RIIIa NMR oversigtsspekter 
RIIIa, relevante spektrer fra NMR måling. Oversigtsbillede (RIIIb vises på cd-rom)  
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Figur 67 RIII NMR spektrer sat sammen 
 
RIIIa (identisk med RIIIb). Forstørret område. Ligner til forveksling NMR af anthraquinon-2-carboxylsyre.  
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RIV 
HPLC isokratisk RIV 
Måling af RIV A og B oprenset på TLC. Eluent acetonitril 50/50 H2O. UV detektor 285 nm. 
Run # Navn RT Areal Konc. mg/ml Eluent Kommentar 
115 RIV     Gl prøve til kontrol af tidligere 
målinger. Høj konc. 
Fremstiller en ny 
116 RIV 4,933 
31,051 
1272218
2177638
0,1 mg/ml 50/50 RT er højere end tidligere 
117 - 4,885 
30,790 
ej reg. 
1781555
- - God reproducerbarhed. HPLC 
måling skal bruges til at se 
renhed af oprenset produkt. 
118 RIVA - 
30,594 
 ? - Stor tydelig top ved RT 30,6. 
Lille bule omkring 4,8. 
RIVA er blevet oprenset. 
119 RIVA 30,452 
30,485 
156586 
343722 
? - Én top som #118 
120 RIVB 30,252 6620093 ? - Største del af oprenset RIVB 
findes i B prøven 
121 RIVB 30,111 5061837 ? -  
122 MeOH 2,170 
2,531 
2,793 
 100%  Methanol giver en bred bule på 
grundlinien. 
122 MeOH 2,5*  -  Ingen RT reg. 
123 DMSO 2,5*  10% i MeOH  Større areal end med ren MeOH 
124 DMSO -  -  MeOH og DMSO kommer ud 
samtidig. 
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NMR spekter RIV oversigt (eget) 
 
Figur 68 RIV NMR oversigtsspekter 
RIV, relevante spektrer fra NMR måling. Oversigtsbillede 
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 NMR spekter RIV (eget) 
 
Figur 69 RIV NMR spektrer sat sammen 
 
Relevante spektrer fra NMR måling. Forstørret område. NMR spekter af RIV med angivelse af protonerne A-E og protoner i ortho-, meta- 
og paraposition der kommer fra den påkoblet anilin.  
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NMR spekter manglende kemisk skift på 8,06 
 
 
Figur 70 RIV NMR spekter Viser at der ikke er en top ved 8,06 ppm 
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IR spekter AQ (SDBS) 
 
Figur 71 AQ IR spekter fra SDBS 
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IR spekter anilin (SDBS) 
 
Figur 72 Anilin IR spekter fra SDBS 
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IR spekter RIV (eget) 
 
Figur 73 RIV IR spekter (eget) 
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Titrering af RIV (pKa) 
Kurverne findes yderligere på cd-rom. 
Titrering af RIV (pKa)  
Skema over fundne ækvivalenspunkter punkter og pKa for anthraquinon-2-carboxylsyre og RIV 
 
Navn Tit. kurve 
nummer 
1. 
ækvivalens-
punkt 
2. 
ækvivalens-
punkt 
Fundet 
pKa 
Tabel 
pKa 
Kilde 
AQ-COOH 2 4,41 8,27 ---------   
AQ-COOH 3 4,33 8,09 5,73   
RIV 4 5,22 9,10 7,4   
RIV 5 4,93 8,86 6,99   
RIV 
oprens. 
7 --------- 9,26 < 7,55   
 
Tidligere målinger af RIV på HPLC viser at produktet ikke er helt rent, men at der genfindes en væsentlig rest af anthraquinon. RIV bliver 
oprenset på præparativ TLC og fraktionen skrabes af. Den opløste fraktion (RIV oprens) titreres med autotitrator og fundne titrerings 
værdier ses i skemaet. 
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Titrering af anthraquinon-2-carboxylsyre med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 3 
 
 
Figur 74 AQ titrering 
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 Titrering af RIV med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 4 
 
 
Figur 75RIV titrering 
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Titrering af RIV med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 5 
 
 
Figur 76 RIV titrering 
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Titrering af RIV (oprenset) med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 7 
 
 
Figur 77 RIV oprenset, titrering 
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RV 
Titrering af RV (pKa) 
Skema over fundne ækv punkter og pKa for fluorescein og RV 
 
Navn Tit. kurve 
nummer 
1. 
ækvivalens-
punkt 
2. 
ækvivalens-
punkt 
Fundet 
pKa 
Tabel  
pKa 
Kilde 
Fluorescein  
4 
 
4,13 
 
---------- 
 
5,19 6,7 & 4,6 & 2,4 Slavik  1993
Fluorescein 5 4,07 ---------- 5,26 - - 
RV 2 4,68 8,47 6,22   
RV 6 4,65 ---------- 6,39   
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Titrering af fluorescein med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 4 
 
 
Figur 78 Fluorescein titrering 
Titrering af fluorescein med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 5 
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Titrering af RV med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 2 
 
 
Figur 79 RV titrering 
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Titrering af RV med 0,198 M HCl. Titrerkurve nr. 6 
 
 
Figur 80 RV titrering 
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Indstilling af titrervæske 
 
0,198 M HCl bruges til at titrerer de foregående kurver. Indikator methylrød. 
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FRAP af RV i vand 
  
Figur 81 FRAP af RV i vand. Nederste kurve er fading uden FRAP  
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FRAP af RV ved pH 8 
 
Figur 82 FRAP af RV ved pH 8. Nederste kurve er fading uden FRAP 
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Photobleaching 
Udmålet værdier fra FRAP med vabn (1455-8-1) og fra pH 8 (1455-8-2) angives i skema. Procentsatserne er anvendt i søjlediagram til 
anskuelse af det procentvise fald i intensitet fra før til efter FRAP og tilsvarende photobleaching uden FRAP. Forsøget er udført i vand og 
buffer pH 8. Nedenfor er angivet kurver og på cd-rom vises kurverne med tilhørende stillbillede. cd-rom indeholder også optaget film fra 
forsøget. 
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Skyl af RV 
Beregninger for forsøg med skyl af RV 
Intensitetsgrænseværdi fluorescein
186,6; 13
3,9; 2,25
62,3; 6
y = 0,0585x + 2,1579
0
2
4
6
8
10
12
14
0,0 40,0 80,0 120,0 160,0 200,0
pmol/ml
I
n
t
e
n
s
i
t
e
t
 
Fluorescein
Lineær (Fluorescein)
 
Figur 83 Fluorescein. Bestemmelse af laveste detektionsgrænse 
Der afvejes 1,105 gram og skylles med 170 ml vand og sprit og intensiteten i 1400x fortynding måles til 11,5 svarende til 159,7 pmol.   
Afvejet 
RV 
1. skyl 
Ethanol/vand 
1:1 
2. skyl 
Ethanol
3. skyl 
Methanol 
4. skyl 
Methanol
Sum  
ml 
pH 
just til 
Fortyndes Int. 
1.105 g 100 ml 50 ml 10 ml 10 ml 170  7,0 1400x 11,4
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Afskyllet fluorescein mængde 
Beregning af mængde fluorescein, der er skyllet af 1,105g RV og derefter hvor meget der forholdsmæssigt vil blive skyllet af en kolonne 
der testes hos FEF Chemikals 
Skyllte af         159,7pmol*170ml*332,31 = 9*110-6g = 9 µg 
Fortyndet 1400x 9µg*1400*1000 = 12,6 mg 
I % 12,6*10-3 / 1,105 g = 1,14 % w/w 
Skyl i kolonne 170 ml / 0,700 ml = 240x 
Mængde skyl af kolonne (1,14g/240)*1000 = 4,75 ‰ w/w 
 
Fluorescens måling 
Fluoresceins pH egenskab kommer til udtryk ved stigende intensitet ved stigende pH. Ved at måle Fluorescens på RV kan intensiteten 
detekteres og sammenlignes. Det gøres med RV og silicagel ved både pH 3 og 7. Resultatet af disse målinger er placeret i skemaet 
 
Navn pH Excitation 
nm 
Emmision 
nm 
Intensitet Forhold i 
intensitet 
RV 3 439 505 25 
RV 7 493 512 975 
 
39x 
Fluorescein 3 439 505 9,6 
Fluorescein 7 493 509 410 
 
43x 
Silicagel 3 465 440 
485 
505 
13 
4  
Silicagel 7 465 493 
485 
512 
21 
6  
Tabel 10 RV, fluorescein og silicagel målt på luminescence Spektrometer ved pH 3 og 7. Tabellen viser de fundne maksimale bølgelængder for excitation, emmision, 
og aflæst intensitet  
 
Emission max. for fluorescein ligger på 509 nm og for RV på 512 nm. Det er en mindre stigning fra reaktant til det syntetiserede produkt. 
Der kan dog ikke lægges yderligere i dette fordi RV udover fluorescein også er sammensat af silicagel modsat fluorescein prøven. Det er 
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muligt at silicagelen bidrager med feks. lysspredning i opløsningen og derved ændrer på emission max. Intensiteten og dermed pH 
egenskaberne er bibeholdt i RV og forholdet mellem pH 3 og 7 er nogenlunde den samme for reaktant og produkt (ca.40x). 
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RV målt på spektrofluorometer 
r  
Figur 84 RV pH 3. Ex max 439 nm, EM max 505, Int 25 
Excitations scan 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442 nm 
Emissions scan 480 - 520 nm  
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Figur 85 RV pH 7. Ex max 493 nm, Em max 512, Int 975 
Excitations scan 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498 nm 
Emissions scan 500 - 520 nm 
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Figur 86 Fluorescein pH 3. Ex max 439 nm, EM max 505, Int 9,6 
Excitations scan 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442 nm 
Emissions scan 480 - 520 nm 
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Figur 87Fluorescein pH 7 Ex max 493 nm, Em max 509, Int 410 
Excitations scan 485, 486, 487, 488, 489, 490, 491, 492, 493, 494, 495, 496, 497, 498 nm 
Emissions scan 500 - 520 nm 
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Test af fluorescens fra ikke behandlet silicagel 
Figur 88 Silicagel pH 3. Ex max 465 nm, Em max  505 nm, Int 26.  Ved Ex 440 nm, Em 505 nm er Int 4 
Blindprøve for silicagel  
Excitations scan 420, 425, 430, 435, 440, 445, 450, 455, 460, 465, 470 nm 
Emissions scan 480 - 520 nm 
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Figur 89 Silicagel pH 7. Ex 493 nm, Em 512, Int 6 
Excitation single scan 493 nm 
Emissions scan 480 - 520 nm 
 
 
Silicagel bidrager med en intensitet på mellem 4 og 6. Ved pH 3 er det en forholdsmæssig væsentlig del af emissionen. men ved pH 7 er 
det en meget lille andel. Andelen for silicagel i de to pH opløsninger er dog næsten ens og har ikke nogen væsentlig betydning i disse 
målinger. 
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Intensitet af RV skyllet pH 2 til 8 
 
Figur 90 Målt intensitet fra RV ved stigende pH. Bufferopløsninger har pH 2, 3, 4, 5, 6, 7 og 8. pH 7 og 8 er næsten ens
Excitation 493 nm 
Emission 512 nm 
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Figur 91 Ordinaten er forstørret for at intensiteten ved pH 2, 3 og 4 kan sammenlignes. 
 
Måling intensiteten fra RV ved pH 2-8 
 
pH 2 3 4 5 6 7 8 
Intensitet aflæst 2 3,5 5 13 57 134 170
x4 (fortyndet) 8 14 20 52 228 536 680
Tabel 11 RV’s Emissions intensitet målt ved stigende pH i bufferopløsninger 
 203 
 
RV C-analyse 
. Mærke C H N 
RV skyllet 1455-10 4,17
4,16
1,00
1,06
1,12
1,11
Aminopropylsilan 1455-11 3,84
3,89
1,01
1,05
1,17
1,17
RV og aminopropylsilan analyseret for % C, H og N. FEF Chemicals  fik foretaget analysen eksternt. 
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Titrering simuleret efter bufferligning  
Bufferligningen er indsat i regneark og ud fra en pKa værdi på 7,5 og en fast koncentration af base på 10 mol tilsat forskellige 
koncentrationer (1 0,1 0,01 0,001 mol) af den svage syre (f.eks. fluorescein, anthraquinon-2-COOH). Bufferligning: pH=pKa+log([B]/[A]) 
pKa 7,5    
     
B  10    
     
A 1 0,1 0,01 0,001
Tabel 12 viser de indsatte værdier i bufferligningen 
 
Titrerkurve simuleret efter bufferligning
0,00
2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
12,00
0 2 4 6 8 10 12
ml 0,2 M HCl
p
H
 
 
1 M Svag syre
0,1 M
0,01 M 
0,001M
 
Figur 92 Viser pH kurve simuleret efter bufferligning ved skiftende konc. af svag syre. 
Titrerkurven viser ikke overraskende, at ved faldende koncentration af den svage syre vil titrerstart begynde ved højere pH. Start pH har 
dog ingen indflydelse på hvornår kurven dykker og pKa værdien vil derfor være uforandret. At pKa er en fast værdi er naturlig da pKa 
netop viser hvornår halvdelen er protoniseret henholdsvis ikke protoniseret. 
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Amider en introduktion via aminer og carbonylgrupper 
 
 Figur 93 Primæramin,  sekundæramin,  tertiæramin  
 
En primær eller sekundær amin kan danne en amid forbindelse ved at N bindes til en carbonylgruppe.  
 
Figur 94 Primær amid 
 
Amider er en af mange carboxylsyre derivater som f.eks aldehyder, ketoner og estere, hvor carbonyl C bindes til 3 heteroatomer.  
 
Figur 95 Aldehyd, keton og ester 
 
Aldehyder, ketoner og estere er ofte reaktive grupper fordi O har en høj elektronegativitet og polariserer derfor C=O bindingen. Derved 
bliver C positiv ladet og O negativ ladet. Det baner vej for nucleofil angreb af en negativladet gruppe) 
Dannelse af amider 
Amider dannes primært ved reaktion mellem carboxylsyre og amin ved fraspaltning af vand.  
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Figur 96 Peptid med peptidbindinger (gul) og R-grupper (rød) ( Nelson et al 2005) 
 
Denne reaktion sker fortløbende ved dannelse af peptidbinding mellem to aminosyrer der bindes sammen i lange kæder som byggesten i 
polypeptider (proteiner). Der er mange syntesemuligheder for amider i laboratoriet og de har ikke relevans for denne opgave, men som to 
eksempler kan nævnes, at ønskes der en cyklisk amid kan Beckmann rearrangement bruges og hvis udgangsstoffet er en ketone kan 
Schmidt-reaction bruges. I dette arbejde bruges syntesen af en syrechlorid som reagerer med amin og danner en amid forbindelsen. 
